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The-invention-concerns compositions and methods-for preparing recombinaRt-adenGviruses. 

The resulting adenoviruses can be used for transferring and/or expressing genes in cells, in 
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in particular efficient methods for producing adenovirus banks and the use of said banks in 
functional genomics. The invention also concerns plasmids used for constructing said 
adenoviruses. 
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PREPARATION D'ADENOVIRUS RECOMBINANTS ET DE BANQUES 

ADENOVIRALES 

La presente invention concerne des compositions et methodes pour la 
preparation d'adenovirus recombinants. Les adenovirus produits peuvent etre 
5 utilises pour le transfert et/ou I'expression de genes dans des cellules, in 
vitro, ex vivo ou in vivo, ou egalement en g6nomique fonctionnelle. En 
particulier, la pr6sente invention concerne des methodes particulidrement 
efficaces pour la production de banques adenovirals et I'utilisation de telles 
banques en g6nomique fonctionnelle. Elle concerne 6galement des 
10 plasmides utilises pour la construction de ces adenovirus, les cellules 
contenant ces plasmides, et des kits comportant ces plasmides, cellules et ou 
banques adenovirals. 

Les adenovirus pr<§ sen tent certaines propri6t6s int6ressantes pour le 
transfert et/ou Texpression de genes dans des cellules. Notamment, ils ont un 

15 spectre d'hote assez large, sont capables d'infecter des cellules quiescentes, 
ont une capacity de clonage importante et ne s'integrent pas au g6nome de 
la cellule infectee. En outre, ils n'ont pas 6t6 associ6s a ce jour a des 
pathologies importantes chez Thomme et ont done 6te utilises pour transferer 
des genes d'int6r§t dans differents tissus humains, in vitro ou in vivo, comme 

20 le muscle (Ragot et al. t Nature 361 (1993) 647), le foie (Jaffe et ai., Nature 
genetics 1 (1992) 372), le syst&me nerveux (Akli et al M Nature genetics 3 
(1993) 224), les tumeurs, le muscle lisse, etc. Ces m§mes propri6t6s font du 
vecteur adenoviral un outil de choix pour exploiter les donnees issues de la 
genomique. 

25 La genomique fonctionnelle s'entend comme le champs de sciences 

s'attachant & exploiter les genomes ou les donnees du genome d'organismes 
divers pour les traduire en terme de fonction. Compte tenu de leurs 
propri6t6s, les vecteurs ad6noviraux portant une sequence exogene peuvent 
etre utilises pour determiner la fonction de cette sequence dans divers 

30 modeles experimentaux. En particulier, les vecteurs ad6noviraux pourraient 
etre utilises pour etudier une cible therapeutique (au sens ou I'entend 
(Industrie pharmaceutique) dans un module cellulaire in vitro ou in vivo chez 
I'animal. Lorsque cette sequence est connue et caracterisee, les vecteurs 
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ad6noviraux peuvent servir k la validation fonctionnelte de cette cible. Plus 
largement, dans le contexte appeie g6nomique fonctionnelle, le vecteur 
adenoviral de transfer! de g&ne pourrait constituer un outil performant pour 
identifier la fonction d'une sequence nucieique dans un module experimental 
5 eucaryote, sans avoir au pr6alable d'information particuliere sur la nature ou 
la fonction de cette sequence, y compris dans des situations ou de 
nombreuses sequences doivent §tre 6tudi6es en masse. 

Cependant, Pexploitation industrielle, th6rapeutique ou en g6nomique 
fonctionnelle des adenovirus est encore Iimit6e, notamment par les methodes 

10 actuelles de preparation de ces virus recombinants. En particulier, les 
methodes disponibles actuellement ne permettent de produire, de maniere 
simple, rapide et clonale, des populations d'ad6novirus incorporant des 
acides nucieiques heterologues, surtout lorsque de nombreux acides 
nucieiques heterologues doivent etre 6tudi6s, comme c'est le cas en 

15 g6nomique fonctionnelle. La pr6sente invention apporte pr6cisement une 
solution & ces probldmes. La pr6sente invention d6crit en effet de nouveaux 
outils et de nouvelles methodes pour la construction d f ad6novirus 
recombinants, ^invention d6crit notamment des constructions g6netiques 
(plasmides), des cellules, et des protocoles permettant de produire des 

20 adenovirus avec une rapidite et une qualite importantes. Uinvention permet 
plus particulierement de realiser des banques adenovirales comprenant un 
nombre 6Ieve d'acides nucieiques heterologues. 

Un aspect de la pr6sente invention, reside done dans Putilisation 
d'adenovirus recombinants pour determiner la fonction biologique d'un acide 
25 nucl6ique ou d'une proteine. 

Un autre aspect de Pinvention reside dans Putilisation d'ad6novirus 
pour la construction de banques d'expression, dans le but d'analyser des 
acides nucieiques de fonction et/ou structure inconnues. 

L'invention concerne 6galement des banques depression 
30 adenovirales, c'est-&-dire des population d'ad6novirus comprenant des 
inserts nucieiques provenant de toute banque d'ADN. 
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L'invention est egalement relative k des methodes et outils permettant 
la production de tels adenovirus, en particulier de telles banques, notamment 
avantageusement la construction simultan6e d'ad6novirus recombinants k 
partir de banques decides nucl6iques. 

5 Les adenovirus sont des virus k ADN double brin lineaire d'une taille 

de 36 kb environ. Leur g6nome comprend notamment une sequence 
invers6e rep6t6e (ITR) k chaque extr6mit6, une sequence d'encapsidation 
(Psi), des genes precoces et des genes tardifs. Les principaux genes 
precoces sont contenus dans les regions E1, E2, E3 et E4. Parmi ceux-ci, les 

10 gdnes contenus dans la region E1 sont n6cessaires k la propagation virale. 
La region E4 est egalement importante dans la regulation de la replication du 
genome adenoviral. Les principaux genes tardifs sont contenus dans les 
regions L1 a L5. Le genome de ['adenovirus Ad5 a 6t6 entidrement sequence 
et est accessible sur base de donn6es (voir notamment Genbank M73260). 

15 De mSme des parties, voire la totalite d'autres genomes ad6noviraux, 
humains ou animaux (Ad2, Ad7, Ad12, CAV-2, etc.) ont egalement ete 
sequences. 

Par ailleurs, comme indique ci-avant, les adenovirus ont dej^ 6t6 
utilises pour le transfert de genes in vivo. A cet effet, diff6rents vecteurs 

20 derives des adenovirus ont 6te prepares, incorporant diff6rents genes (3-gal, 
OTC, a-tAT, cytokines, enzymes, facteurs de croissance, etc.). Dans 
chacune de ces constructions, le genome de Tad6novirus a 6t6 modifie de 
maniere a le rendre incapable de replication et/ou propagation autonome 
apr6s transfert g6nique. Ainsi, les constructions d6crites dans Tart anterieur 

25 sont des adenovirus deletes d'une ou plusieurs regions choisies parmi E1 , 
E2, E3, E4, pIX, Iva2, etc. Des constructions particulieres sont depourvues 
de la region E1 , des regions E1 et E3, des regions Et et E4, des regions E1 , 
E4 et E3, ou encore de la totalite des regions codantes de rad6novirus 
(« vecteur gutless »), par exemple. Ces vecteurs component gen6ralement 

30 un acide nucl6ique h6t6rologue, dont le transfert dans les cellules ou retude 
est recherche. Cet acide nucl6ique peut §tre ins6re en diff6rents sites dans le 
genome recombinant, en remplacement des regions d6l6t6es ou en d'autres 
positions. Des exemples de vecteurs ad6noviraux sont d6crits notamment 
dans Levrero et al M Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et al., Gene 50 
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(1986) 161, W094/12649, W094/28152, W094/28938, W095/34671, 
WO96/10088, WO95/02697, WO95/27071, etc., incorpor6s & la pr§sente par 
reference. 

Les adenovirus recombinants sont produits par transfection de I'ADN 
5 du virus recombinant dans une Iign6e cellulaire d'encapsidation competente. 
II peut s'agir d'une transfection simple, lorsque Ton peut disposer d'une 
construction portant I'ensemble du g6nome du virus recombinant, ou, comme 
c'est le cas le plus souvent, d'une co-transfection de plusieurs fragments 
d'ADN apportant les differentes parties du genome viral recombinant. Dans 

10 ce cas, le proc6d6 implique une ou plusieurs Stapes de recombinaison 
homologue entre les differentes constructions dans la Iign6e cellulaire 
d'encapsidation, pour g6n6rer I'ADN du virus recombinant. Pour la mise en 
oeuvre de Tune ou I'autre de ces m6thodes, il est done n6cessaire de 
disposer des constructions appropri6es, portant I'ensemble ou des parties du 

15 genome de l'ad6novirus recombinant que Ton souhaite produire. 

II existe diff6rentes methodes d6crites dans Tart ant6rieur pour la 
preparation de ces constructions in vitro. La technique la plus generalement 
utilis6e consiste & isoler I'ADN viral puis & le modifier in vitro par les 
methodes classiques de biologie moieculaire (digestion, ligature, etc.). Les 

20 constructions obtenues sont ensuite purifi6es et utilis6es pour transfecter les 
ligndes d'encapsidation. Toutefois, cette technique implique la production de 
stocks de virus et la purification d'ADN viral pour chaque construction ou pour 
toute manipulation de I'ADN du virus recombinant, et n'est done pas adaptee 
d la production de stocks diff6rents ou de bainques. Pour rem6dier k ces 

25 inconv6nients f il a 6t6 propos§ d'utiliser des plasmides procaryotes pour 
pr6parer les ADN viraux utilisables pour la transfection. En particulier, Bett et 
ai. (PNAS 91 (1994) 8802) d6crit la construction d'un plasmide r6plicatif chez 
E.coli comportant un g6nome adenoviral modifi6 (plasmide pBHGIO). Plus 
pr6cis§ment, ce plasmide porte un genome adenoviral d6l6te des regions E1 , 

30 E3 et Psi, circularise par jonction des sequences ITR, et qui comprend, 
ins6r6e au niveau de la region 188-1339 du g6nome de l'ad6novirus, une 
partie du plasmide pBR322. Ce plasmide peut dtre r6plique chez E. Coli, 
manipuie pour Tinsertion de gdnes d'int6r§t, mais il pr6sente toujours des 
inconv6nients. Son utilisation pour la production de virus implique notamment 



FEUILLE DE REM PLACEMENT (REGLE 26) 



WO 01/25463 



PCT7FR00/02774 



une linearisation des 1TR jointives et une recombinaison qui, compte tenu des 
constructions, conduit a ['incorporation, dans le g6nome adenoviral 
recombinant, de regions provenant du plasmide procaryote. D'autres 
plasmides de ce type et prdsentant le meme genre d'inconvenients ont 6t6 
5 d6crits par exemple par Graham (EMBOJ. 3(12) (1984) 2917). Plus 
r6cemment, de nouveaux procedes fondes en particulier sur la 
recombinaison homologue de deux plasmides ont 6t6 d6crits, utilisant les 
chromosomes artificiels de la levure (YACs, Ketner et al. 1 994) ou la bact6rie 
(Chartier et al 1996, Crouzet et al 1997, He et al, 1998). Ces m6thodes bien 

10 que plus performantes que les pr6c6dentes sont plus complexes. Le systeme 
YAC n6cessite le culture et la manipulation de levures (Ketner et al, 1994). 
Dans les systdmes E.Coli, plusieurs etapes (dont certaines critiques 
eiectrotransformation, selection sucrose) se succ^dent. On notera en 
particulier que dans tous les cas, une ou plusieurs stapes de criblage des 

15 clones sont n§cessaires pour s6lectionner un vecteur recombinant final clonal 
portant un genome adenoviral infectieux. Ces proc6d6s, s'ils permettent 
effectivement de produire, de fagon clonale, des stocks d'un adenovirus 
portant un g6ne th6rapeutique donn6, ne sont cependant pas utilisables de 
maniere satisfaisante pour la production d f ad6novirus recombinants & haut 

20 d6bit, notamment pour la production en simultan6e de multiples adenovirus 
recombinants incorporant des acides nucieiques diff6rents. 

Un frein k Tutilisation du vecteur adenoviral comme systeme de 
transfert ou d'analyse de g6ne reside done dans la complexity et le nombre 
des operations permettant de produire ces virus. II existe done dans Tart 

25 anterieur un besoin clair de pouvoir disposer de plasmides appropri6s, 
facilement manipulates et amplifiables in vitro, pour la preparation de 
genomes ad6noviraux recombinants. II est egalement important que les 
genomes ainsi produits soient pratiquement d6pourvus de regions provenant 
du plasmide, qui sont susceptibles (i) d^nduire une reponse immunitaire (ii) 

30 de coder pour des proteines de resistance et (iii) de r6duire la capacite du 
virus en tant que vecteur. II existe egalement un besoin de methodologies 
permettant de g6n6rer de maniere simplifiee des adenovirus recombinants de 
fagon clonale, rapide et en grand nombre. 
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La presente invention permet en particulier de rem6dier a ces 
inconvenients. La presente invention decrit en effet de nouvelles 
compositions et methodes pour la production d p ad6novirus recombinants 
r6pondant k ces criteres. Les compositions et methodes de I'invention 
5 permettent notamment une production clonale rapide, efficace et k haut debit 
d'ad6novirus recombinants utilisables th6rapeutiquement ou pour la 
recherche de cibles pharmaceutiques. 

La presente invention repose en particulier sur I'utilisation de deux 
plasmides (en particulier procaryotes), capables de g6n6rer en une 6tape de 
10 recombinaison homologue. dans une cellule hote (en particulier procaryote), 
un plasmide comprenant un genome adenoviral complet, facilement 
excisable pour produire des adenovirus recombinants. 

D'une manure g6n6rale, le proc6d6 de I'invention comprend done : 

Dans une premiere etape, la construction d'un premier plasmide (appeie 
15 « navette »), de preference procaryote, comprenant un premier g6nome 
adenoviral recombinant tronque comprenant au moins un acide nucieique 
h6t6rologue (6tape de clonage). Pr6f6rentiellement, le premier g6nome 
tronque comprend une ITR, un acide nucieique h6terologue, une region 
d'homologie adenovirale, et eventuellement une sequence d'encapsidation. 

20 Dans une deuxidme etape, ce premier plasmide est mis en contact avec un 
second plasmide (appeie « parent »), comprenant un deuxi6me g6nome 
adenoviral recombinant tronque, compl6mentaire du premier, permettant par 
recombinaison homologue, la production d'un plasmide final comprenant un 
g6nome adenoviral recombinant complet (6tape de recombinaison). 

25 Pr6f6rentiellement, le deuxi6me g6nome adenoviral tronque comprend au 
moins une ITR, une region d'homologie ad6novirale identique k celle 
presente dans le premier, et une sequence d'encapsidation (si celle-ci n'est 
pas presente dans le premier). Ce deuxidme genome adenoviral tronque 
peut en outre comprendre egalement un autre acide nucl6ique d'int6r§t. 

30 Dans une troisidme etape, le g6nome adenoviral recombinant complet est 
excise du plasmide final et introduit dans une lignee d'encapsidation, pour 
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produire les adenovirus recombinants incorporant le genome adenoviral 
recombinant complet (6tape de production des adenovirus). 

Dans une quatrieme etape, facultative, les adenovirus recombinants sont 
utilises pour infecter : 

5 - un materiel biologique comprenant des cellules, dans le but 

d'analyser les propriet6s de Tacide nucleique (etape d'analyse 
fonctionnelle). 

- Une culture cellulaire in vitro ou ex vivo, dans le but de produire 
une proteine, polypeptide ou peptide code par I'acide nucleique 

10 heterologue, 

- Une cellule, tissu, organe ou organisme, dans le but de produire 
in vivo une proteine, polypeptide ou peptide code par Tacide 
nucleique heterologue. 

La presente invention permet ainsi d'obtenir, en une etape 
(recombinaison homologue), un plasmide procaryote portant un genome 
adenoviral fonctionnel (complet), excisable par une ou des enzymes 
appropri6es. Ce plasmide final resulte ainsi de Integration d'un premier 
plasmide (navette) portant des sequences adenovirals (au minimum une 
sequence ITR et d'encapsidation) et muni d'un acide nucleique h6t6rologue 
dlnteret, dans un second plasmide (parent) portant des sequences 
ad6novirales compl6mentaires (au minimum une seconde sequence ITR) par 
un evenement de recombinaison homologue via une sequence commune 
aux deux plasmides (sequence d'homologie ad6novirale). Get evenement de 
recombinaison homologue donne naissance, via ce co-agregat, k un genome 
adenoviral fonctionnel. 

Un des avantages du proc6d6 de Pinvention reside dans sa 
simplicite, qui permet sa realisation en paralieie avec de nombreux plasmides 
navettes. Ainsi, la premiere etape du proc6d6 comprend avantageusement le 
clonage d'une banque d'acides nucieiques dans les plasmides navettes, 
30 gen6rant ainsi une banque plasmides finaux porteurs d'un g6nome 
adenoviral fonctionnel, ayant une structure identique, k I'exception des 
inserts qu'ils comprennent. Cette etape de clonage est pr6f6rentiellement 
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r6aiis6e en conservant chaque clone individualist, par exemple dans un puits 
de plaque de microtitration. En outre, cette 6tape peut etre r6alis6e de 
maniere automatis6e. La banque de plasmides navettes obtenue est ensuite 
utilis6e dans l'6tape de recombinaison, chaque plasmide navette de la 
5 banque etant mis en contact avec le plasmide parent. Ce proc6d6 conduit 
ainsi k la production, en paralldle et en simultan6e, de multiples adenovirus 
recombinants comprenant un acide nucl6ique het6rologue (i.e. une banque 
depression ad6novirale). Cette banque peut alors etre testee sur le materiel 
biologique (6tape 4), afin d' identifier des clones pr6sentant une activity 
10 biologique recherch6e. 

[.'invention peut etre utilis6e avec tout type d'adenovirus, de cellules 
prpcaryotes et k partir de differentes banques d'acides nucleiques, comme il 
sera illustre en details dans la suite du texte. 

Definitions 

15 . Adenovirus recombinant : Le terme adenovirus recombinant d6signe au 
sens de I'invention tout adenovirus dont le g6nome a 6t6 modifi6, par deletion 
et/ou insertion et/ou substitution de bases. II s'agit done plus particulierement 
d'une particule adenovirale, gen6ralement infectieuse, comprenant un 
genome adenoviral recombinant. Selon la ou les modifications apportees au 

20 genome, le virus recombinant peut etre d6fectif pour la replication, c'est-&- 
dire incapable de replication et/ou propagation autonome dans une cellule. 
Uad6novirus recombinant peut dtre pr6par6 k partir de tout serotype 
d'adenovirus, notamment d'adenovirus humains (par exemple du type C tels 
que Ad5, Ad2, Ad7, Ad12, etc) ou animaux (tels que des adenovirus canins, 

25 comme par exemple CAV-2). 

. G6nome adenoviral : Le terme « g6nome adenoviral » d6signe la molecule 
d'ADN pr6sente dans un adenovirus, ou sa sequence, copie ou r6plique. Un 
genome adenoviral recombinant est un acide nucieique dont la sequence 
correspond k la sequence d'un genome d'adenovirus, et comprend une ou 
30 plusieurs modifications. Les modifications comprennent par exemple des 
deletions (par exemple de tout ou partie des regions E1 t E2 f E3, E4, etc.), 
des insertions (comme par exemple d'un ou plusieurs acides nucleiques 
heterologues) ou des changements d'usage de codons. 
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Le g6nome adenoviral recombinant gen6re par les compositions et 
m6thodes de invention est avantageusement un g6nome « complet »> ou 
« fonctionnel » f c'est-&-dire ne n6cessitant pas rapport. d'autres regions par 
recombinaison ou ligature pour la production des stocks viraux dans les 

5 Iign6es d'encapsidation choisies. Un tel g6nome « complet » comprend done 
avantageusement au moins une sequence d'encapsidation et un acide 
nucleique het6rologue, flanqu6s d'une sequence ITR a chaque extr6mite. 
Une autre caracteristique avantageuse des plasmides selon I'invention 
provient du fait que le genome adenoviral recombinant complet obtenu n'est 

10 pas interrompu par des regions du plasmide procaryote. De ce fait, les 
genomes produits ne contiennent essentiellement pas de regions du 
plasmide dont les inconv6nients ont 6t6 rnentionnes ci-avant. Par ailleurs, 
dans les plasmides selon invention, les ITR du genome adenoviral ne sont 
pas jointives, ce qui permet d'obtenir des genomes viraux recombinants 

15 complets Iin6aires, directement utilisables pour produire les virus 
recombinants. 

Pr6f6rentiellement, le genome adenoviral recombinant comprend au 
moins des sequences ITR et une sequence permettant I'encapsidation. Les 
sequences inversees r6pet6es (ITR) constituent I'origine de replication des 
adenovirus. Elles sont localisees aux extremes du genome viral , d*ou elles 
peuvent etre isol6es ais6ment selon les techniques classiques de biologie 
mol6culaire connues de Phomme du metier. La sequence nucl6otidique des 
sequences ITR des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et 
Ad5) est d6crite dans la Iitt6rature, ainsi que des adenovirus canins 
(notamment CAV1 et CAV2). Concernant l'ad6novirus Ad5 par exemple, la 
sequence ITR gauche correspond & la region comprenant les nucleotides 1 & 
103 du genome. 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) 
est n6cessaire d I'encapsidation du genome viral. Elle est localis6e dans le 
30 genome des adenovirus sauvages, entre TITR gauche et la region E1 . Elle 
peut etre isol6e ou synth6tis6e artificiellement par les techniques classiques 
de biologie mol6culaire. La sequence nucieotidiques de la sequence 
d^ncapsidation des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et 
Ad5) est d6crite dans la litterature, ainsi que des adenovirus canins 
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(notamment CAV1 et CAV2). Concernant l'ad6novirus Ad5 par exemple, une 
sequence d'encapsidation fonctionnelle est comprise entre les nucleotides 
194 et 358 du g6nome. 

Dans un mode de realisation pr6f6r6 de I'invention, le g6nome de 
5 l'ad6novirus est d6pourvu de tout ou partie de la region E1 . La region E1 est 
en effet essentielle & la replication virale et son inactivation conduit k la 
formation de virus d6fectifs pour la replication, c'est-&-dire incapables de se 
r6pliquer de fagon autonome aprds transfert g6nique in vivo. La region Et , ou 
tout autre region virale consid6r6e, peut §tre rendue non fonctionnelle par 

10 toute technique connue de Thomme du metier, et notamment par suppression 
totale, substitution, deletion partielle, ou addition d'une ou plusieurs bases 
dans le ou les genes considers. De telles modifications peuvent etre 
facilement r6alis6es directement sur les plasmides de I'invention, par 
exemple, au moyens des techniques du g6nie g6n6tique. Avantageusement, 

15 le genome de Tad§novirus g6n6r6 est depourvu d'une partie de la region E1 
comprise entre les nucleotides 454 k 3328 (fragment Pvull-Bglll) ou 382 k 
3446 (fragment Hinfll-Sau3A). 

Un g6nome adenoviral recombinant tronque d6signe un ADN 
correspondant k la sequence d'une partie terminale d'un g6nome adenoviral, 
20 c'est-St-dire depuis une extr6mite (ITR). Deux genomes recombinants 
tronqu6s sont dits compl6mentaires lorsqu'ils portent chacun une partie 
compl6mentaire d'un g6nome adenoviral, et qu'ils peuvent reconstituer, par 
recombinaison homologue, un g6nome adenoviral recombinant complet. 

. Acide nucl6ique heterologue : Le terme « acide nucieique h6t6rologue » 
25 d6signe tout acide nucieique ins6r6 dans le g6nome adenoviral recombinant, 
dont le transfert, I'expression ou l'6tude fonctionnelle sont recherch6s. II s'agit 
essentiellement d'un acide nucieique ayant une origine differente d'un 
adenovirus (« heterologue »), par exemple provenant d'une cellules humaine, 
animate, v6getale, virale (autre que l'ad6novirus utilise comme vecteur), 
30 procaryote, eucaryote inf6rieure, ou d'origine synthetique ou semi- 
synth6tique. La taille de I'acide nucieique heterologue peut varier, dans la 
mesure ou le genome adenoviral recombinant le contenant n'excdde pas la 
taille maximale permettant son encapsidation dans une particule ad6novirale 
(au total, moins de 40 kb). Ainsi, il peut s'agir d'un acide nucieique d'une 
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longueur sup6rieure k 30kb, lorsque suffisamment de regions de l'ad6novirus 
ont 6t6 d6l6t6es. Uacide nucieique peut k cet 6gard comprendre une region 
codant pour une proteine, un polypeptide ou un peptide donn6s, par exemple 
un ADNc, un ADNg ou un ADN synthetique. II peut 6galement s'agir d'un 
5 acide nucieique de structure inconnue, provenant par exemple d'un clone 
d'une banque d'acides nucieiques. Par ailleurs, le g6nome adenoviral 
recombinant peut comprendre plusieurs acides nucieiques h6t6rologues f 
insures en des sites diff6rents du genome. 

Description des plasmides 

10 Comme indiqu6 ci-avant, la presente invention fait appel a deux 

plasmides (procaryotes), le plasmide navette et le plasmide parent, 
comprenant chacun un fragment compl6mentaire d'un genome d'ad6novirus 
recombinant. L'un de ces plasmides au moins possede un acide nucieique 
heterologue (ou un site d'insertion d'un tel acide nucieique), d'interet pour la 

15 therapie g6nique, la production d'une proteine recombinante ou pour une 
approche de g6nomique fonctionnelle, par exemple. Avantageusement, les 
extr6mit6s (sequences ITR) de chacun des genomes tronqu6s portees par 
chacun des plasmides sont bord6es (en 5' pour NTR gauche et en 3* pour 
riTR droit) par un site non present dans ledit g6nome, pour permettre 

20 I'excision du g6nome complet, aprds recombinaison. Ces plasmides portent 
un g6nome tronqu6 de l'ad6novirus et ne peuvent g6nerer individuellement 
un g6nome adenoviral infectieux. Ces deux plasmides possddent chacun la 
partie compl6mentaire & I'autre pour g6n6rer, par co-integration, un plasmide 
final poss6dant alors I'ensemble d'un g6nome ^adenovirus bord6 par deux 

25 ITR et par au moins un site de restriction non present dans ledit genome. Le 
fragment de genome d'ad6novirus recombinant present dans ces plasmides 
est un g6nome incomplet qui ne peut par lui m§me s'av6rer infectieux par la 
suite. Ceci est particulierement interessant puisque seul le co-int6grat des 
deux plasmides est capable de g6n6rer un g6nome fonctionnel. 

30 De tels plasmides sont represent6s par exemple sur la figure 1 et sont d6crits 
plus en details dans la suite du texte. Ces plasmides sont pref6rentiellement 
des plasmides procaryotes, et comprennent g6neralement une region 
plasmidique et une region adenoviral. La region plasmidique permet la 
replication et/ou la selection du plasmide dans une cellule hdte, en particulier 
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dans une cellule hdte procaryote. La region ad6novirale (genome tronque) 
apporte une partie du g6nome adenoviral recombinant qui, aprds 
recombinaison avec la region ad6novirale du plasmide comptementaire 
(parent ou navette), permet de reconstituer le genome adenoviral 
5 recombinant complet. 

La r6gion permettant la replication dans les cellules procaryotes 
utilis6e dans les plasmides de 1'invention peut etre toute origine de replication 
fonctionnelle dans les cellules choisies. II peut s'agir d'une origine de 
replication issue d'un plasmide du groupe d'incompatibilite P (exemple = 

10 pRK290) qui permet la replication dans les souches d'E. CoH es! A. Plus 
g6neralement, il peut s'agir de toute origine de replication issue d'un 
plasmide se repliquant dans les cellules procaryotes. Ce plasmide peut etre 
un d6riv6 de pBR322 (Bolivar el ah, 1977), un derive de puc (Viera et 
Messing, 1982), ou d'autres plasmides d6rivant du meme groupe . 

15 d'incompatibilite, c'est k dire de ColE1 ou de pMB1 par exemple. Ces . ' 
plasmides peuvent etre choisis par ailleurs dans d'autres groupes 
d'incompatibilite se r6pliquant chez Escherichia coH. II peut s'agir de 
plasmides d6riv6s de plasmides appartenant aux groupes d'incompatibilite A, 
B, Fl, FN, Fill, FIV, H1 a H11, 11. 12, J, K, L, N, OF, P, Q, T, U, W, X, Y, Z ou 9 

20 par exemple. D'autres plasmides peuvent encore etre utilises, parmi lesquels 
des plasmides ne se repliquant pas chez E. coh mais chez d'autres hotes tels « 
que B. subtilis . Streotomvces . P. putida , P. aeruginosa . Rhizobium melilpti, 
Agrobacterium tumefaciens . Staphylococcus aureus . Streptomyces 
pristinaespiralis . Enterococcus faecium ou Clostridium . A titre pref6rentiel, on 

25 utilise les origines de replication issues de plasmides se r6pliquant chez 
E.coli. 

La region permettant la selection des cellules procaryotes contenant 
les plasmides de invention peut etre constitu6e notamment par tout gene 
conf6rant la resistance k un produit, et notamment k un antibiotique. Ainsi, on 
30 peut citer les gdnes conf6rant une resistance k la kanamycine (KanQ, a 
rampicilline (Amp A k la tetracycline QeiO ou k la spectinomycine, par 
exemple, qui sont couramment utilises en biologie moieculaire (Maniatis et 
al- 1989). La selection de plasmides peut se faire par d'autres genes que 
des genes codant pour des marqueurs de resistance k un antibiotique. D'une 
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maniere g6neraie, il s'agit d'un g§ne qui donne k la bacterie une fonction 
qu'elle ne poss6de plus (cela peut correspondre a un gene qui a 6t6 delete 
sur le chromosome ou rendu inactif), le gdne sur le plasmide retablissant 
cette fonction. A titre d'exemple il peut s'agir d'un g6ne d'un ARN de transfert 
5 qui r6tablit une fonction chromosomique d6ficiente (Somoes ei al, 1991). 

Preferentiellement, le plasmide navette et le plasmide parent portent une 
origine de replication et/ou un marqueur differents, pour permettre la 
selection de chaque element. 

La region ad6novirale comprise dans chacun des plasmides correspond 
10 essentieltement k la sequence d'un genome adenoviral tronque. Ces 
g6nomes tronqu6s, port6s par chacun des plasmides, sont compiementaires, 
c'est-i-dire capables de g6n6rer un g6nome adenoviral recombinant complet 
(et Iin6aire) apres recombinaison homologue. En outre, les g6nomes 
tronqu6s, port6s par chacun des plasmides sont pr6f6rentiellement bord6s 
15 par un ou plusieurs sites de restriction non present dans un genome 
adenoviral, de sorte que le g6nome adenoviral recombinant complet produit 
par recombinaison soit borde par de tels sites. 

G6nome tronque present dans le plasmide navette 

Le plasmide navette, comme indiqu6 ci-avant, est destine k recevoir 
20 Tacide nucieique d'interet, en vue de son incorporation dans un g6nome 
adenoviral recombinant. 

La region ad6novirale du plasmide navette correspond & la partie 
gauche ou la partie droite d'un g6nome adenoviral, depuis son extr6mit6 (une 
sequence ITR), jusqu'i une region d'homologie ad6novira!e choisie, qui 
25 permettra la recombinaison homologue entre les deux plasmides. En outre ce 
genome adenoviral comprend une ou plusieurs modifications g6n6tiques. 

Dans un premier mode de realisation, le genome tronque present dans le 
plasmide navette correspond k la partie gauche du g6nome adenoviral 
recombinant final. Dans ce mode de realisation, il comprend par exemple une 
30 sequence allant de NTR gauche jusqu'i la r6gion codant pour la prot6ine pIX 
(et/ou Iva2), I'acide nucieique heterologue 6tant ins6re en substitution de tout 
ou partie de la region E1. Dans ce mode particulier de realisation, la region 
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d'homologie adenoviraie est constitute par la region codant pour la proteine 
pIX (et/ou Iva2). 

Dans un autre mode de realisation, le genome tronqu6 present dans le 
plasmide navette correspond k la partie droite du genome adenoviral 
5 recombinant final. Dans ce mode de mise en oeuvre, il comprend par 
exemple la sequence allant de I'lTR droit jusqu'& la region codant pour la 
proteine pIX (et/ou Iva2), Pacide nucieique heterologue etant ins6r6 en 
substitution de tout ou partie de la region E4 ou E3 par exemple. Dans ce 
mode particulier de realisation, la region d'homologie adenoviraie est 
10 egalement constitute par la region codant pour la proline pIX (et/ou Iva2). 

Par ailleurs, dans un mode particulier de mise en oeuvre, la region 
d'homologie est constitute par una sequence adenoviraie modifite. Ainsi, la 
region d'homologie peut etre constitute par exemple par une region de 
Pad6novirus modifi6e par changement de Pusage des codons, en utilisant la 
IS dtgtntrescence du code genttique. De telles modifications ont ete dtcrite 
dans la demande W099/25861 , incorpor6e k la pr6sente par reference. Dans 
un mode particulier de realisation, la rtgion d'homologie adtnovirale est 
constitute par une rtgion codant pour la prottine pIX (et/ou Iva2) dtgtntrte. 

II est entendu que, selon la structure choisie du gtnome adtnoviral 
20 recombinant final (gtntre aprts recombinaison), la region d'homologie 
adenoviraie peut corresponds k diff6rentes regions du g6nome. En effet, la 
region adenoviraie du plasmide parent peut s'6tendre depuis PITR gauche 
jusqu'& la region E3 t et c'est alors cette region qui constitue la zone 
d'homologie adenoviraie. Plus g6n6ralement, la region d'homologie 
25 adenoviraie est une sequence correspondant k toute region d'un g6nome 
adenoviral sauvage ou modifie, qui permet la recombinaison entre le 
plasmide navette et le plasmide parent, de manitre k g6n6rer le g6nome 
adenoviral recombinant final. Cette region d'homologie est done 
essentiellement identique dans le plasmide navette et dans le plasmide 
30 parent. Elle peut correspondre k difftrentes parties du gtnome d'un 
adenovirus, selon le type de constructions utilist. 

Un mode de rtalisation particulier de I'invention reside dans un plasmide 
navette comprenant un genome tronqu6 comprenant la region ITR gauche, la 
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sequence d' e neaps idat ion, I'acide nucl6ique h6t6rologue et une region 
d'homologie adenovirals constitute par une region codant pour la proline 
pIX (et/ou Iva2) sauvage ou d6g6n6ree (cf. plasmides pJJ1 et plG5, par 
exemple). 

5 Par ailleurs, dans un mode pr6f6r6 de I'invention, le g6nome adenoviral 
tronque est bord6, du cote de PITR, d'un site non present dans le genome 
adenoviral, par exemple Pad. 

Genome tronque present dans le plasmide parent 

Le plasmide parent, comme indiqu6 ci-avant, porte un g6nome 
10 adenoviral tronque, capable de completer, par recombinaison, le genome 
tronque present dans le plasmide navette. Sa structure est done dependante 
de la structure du plasmide navette. Par ailleurs, le plasmide parent peut 
egalement contenir un acide nucieique, different de celui porte par le 
plasmide navette. 

15 Ainsi, lorsque la region adenoviral du plasmide navette correspond 

k la partie gauche d'un genome adenoviral, le genome tronque present dans 
le plasmide parent correspond a sa partie droite, s'6tendant depuis I'lTR 
jusqu'& la region d'homologie ad6novirale. R6ciproquement, lorsque la region 
ad6novirale du plasmide navette correspond k la partie droite d'un genome 

20 adenoviral, le g6nome tronque present dans le plasmide parent correspond k 
sa partie gauche, s'etendant depuis I'lTR jusqu*& la region d'homologie 
ad6novirale. 

Dans un premier mode de realisation, le genome tronque present dans le 
plasmide parent correspond k la partie droite du g6nome adenoviral 
25 recombinant final. Dans ce mode de mise en oeuvre, il comprend par 
exemple la sequence allant de I'lTR droit jusqu'Si la region codant pour la 
prot6ine pIX (et/ou Iva2). Par ailleurs, le g6nome peut comprendre des 
modifications g6n6tiques, telles que des deletions de tout ou partie des 
regions E4 ou E3 par exemple. 

30 Dans un autre mode de realisation, le g6nome tronque present dans le 
plasmide parent correspond k la partie gauche du genome adenoviral 
recombinant final. Dans ce mode de realisation, il comprend par exemple une 
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sequence allant de I'lTR gauche jusqu'^ une sequence proche de la region 
E4. Par ailleurs, le genome peut comprendre des modifications g6n6tiques, 
telles que des deletions de tout ou partie de tout ou partie de la region E1 par 
exemple. 

5 Pr6f6rentiellement, le plasmide parent porte un genome tronqu6 
correspondant k la partie droite du genome adenoviral, et comporte une 
region E3 non-fonctionnelle. Plus pr6f6rentiellement, il comporte une region 
E4 non fonctionnelle. Encore plus preferentiellement, il comporte une 
d6letion de tout ou partie des phases ORF3 et/ou ORF6 de la region E4. 

10 Dans un autre mode de realisation particulier, le plasmide parent porte un 
g6nome tronqu6 correspondant k la partie droite du g6nome adenoviral, et 
comporte des regions E3et E4 fonctionnelles. 

Des exemples particuliers de tels plasmides sont represente par pOSE1, 
pOSE10-00, pOSE30-00, pOSE17-00 et pOSE37-00 (cf. Figures 1 et 4). 

15 Dans ce mode de mise en CBUvre, le plasmide navette porte un genome 
tronqu6 correspondant k la partie gauche du g6nome adenoviral, et comporte 
une deletion de tout ou partie de la region E1 . 

Deux plasmides particuli&rement pref6r6s au sens de I'invention sont le 
plasmide pOSE17-00 et le plasmide plG5. pOSE17-00 (plasmide parent) 

20 comprend I'origine de replication du plasmide RK2, le g6ne de resistance k la - 
tetracycline et poss&de un fragment du g6nome adenoviral commengant k la 
base 3520 de l*Ad5 jusqu'Si I'lTR "droit qui est bord6 par un site Pad. Ce 
fragment de g6nome poss&de une region E3 non fonctionnelle et une 
sequence modifi6e en pIX et Iva2 comme d6crit dans la demande 

25 W099/25861 . Le plasmide plG5 (plasmide navette) possfcde une origine de 
replication RK6 et ne peut se r6pliquer dans des souches E. coli pir-. plG5 
possfede les regions ITR et d'encapsidation pr6c6d6es d'un site Pad, la 
cassette depression d6sir6e et une r6gion homologue k pOSE17-00 (une 
sequence modifi6e en pIX et Iva2 comme d6crit dans la demande 

30 W099/25861). Le g6nome d6sir6 est ainsi reconstruit par recombinaison 
homologue grace k la presence de la region homologue entre les deux 
plasmides (i.e. la sequence modifi6e en pIX et Iva2 comme d6crit dans la 
demande W099/25861). 
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Le proc6d6 de I'invention permet ainsi de g6nerer un g6nome 
recombinant complet (infectieux) & partir de deux plasmides apportant 
chacun une partie du genome (un plasmide portant la sequence ITR gauche 
preced6e d'un site Pad et un ensemble de sequences virales ou non virales 
5 et un plasmide portant, precede de sequences virales ou non virales, NTR 
droit suivi d'un site Pad, le choix des sequences virales ou non virales 
dependent du choix de la construction planifiee, vecteur adenovirus 
recombinant delete pour tout ou partie des genes viraux); les deux plasmides 
presentant des sequences communes suffisantes k la realisation de la 

10 recombinaison homologue et presentant un chevauchement dans une 
sequence permettant rev6nement de recombinaison homologue. En 
particulier, la m6thode permet dans un schema comparable k celui pr6sent6 
pour Introduction de sequences exogdnes dans la region E1, d'introduire 
des sequences exogenes dans la region E4 k I'aide des plasmides 

15 appropri6s. Dans ce cas, la recombinaison k lieu entre un plasmide parental 
(poss6dant les regions ITR gauche et d'encapsidation pr6c6d6 d'un site de 
restriction pour I'enzyme Pad et d'un genome adenoviral tronqu6 k proximite 
de la region E4) et un plasmide navette (possedant une sequence proche 
de la region E4 identique au vecteur parental -qui sera impliqu6e dans 

20. P6venement de recombinaison- suivi de la cassette d'expression de la 
sequence d'interfit, puis de la region ITR droit et d'un site Pad unique). 

Selon un mode de realisation particulierement avantageux, le 
genome de Tad6novirus produit est egalement d6pourvu de tout ou partie de 
la region E3 et/ou E4 et/ou IVA2. Ces deletions supplemental res permettent 

25 d'accroitre la s6curit6 du vecteur et d'augmenter sa capacite. 
Preferentiellement, le g6nome adenoviral est d6pourvu d'une partie de la 
region E4 comprenant au moins les phases ORF3 et ORF6. Le g6nome 
adenoviral peut egalement §tre modifi6 comme d6crit dans la demande 
FR9413355, incorpor6e k la presente par reference, de maniere k 6viter les 

30 risques de contamination par des particules de replication. Dans un mode 
particulier, le g6nome recombinant adenoviral complet obtenu est un g6nome 
dit « gutless », c'est-&-dire d6pourvu de toute region codante de ('adenovirus. 
Dans ce mode de realisation, le g6nome tronque des plasmides comporte 
d'une part, une ITR et la >6gion d'encapsidation et d'autre part, une ITR, la 
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region d'homologie pouvant etre constitute par I'acide nucieique heterologue 
lui-meme ou par une sequence artificielle, incluse dans chaque plasmide. 

A cet egard, la region d'homologie presente dans chaque plasmide peut, 
d'une man id re g6n6rale, etre une sequence non virale, artificielle ou non, 
5 permettant la recombinaison homologue. 

Le genome recombinant peut 6galement comporter des cassettes excisables 
in vivo (W097/47757) ou des sequences g6n6tiques modifi6es (gfenes de la 
fibre ou du penton) permettant de modifier le tropisme du virus. En outre, 
Torganisation g6nomique du virus peut 6galement etre modifi6e pour 
10 am6liorer la securitd des virus produits (W096/13596). 

Comme indique ci-avant, le g6nome d'adenovirus recombinant est 
avantageusement bord6 d'un ou plusieurs sites de restriction absents dudit 
g6nome. Ce ou ces sites permettent d'exciser de manure simple et efficace 
le genome adenoviral recombinant du plasmide. La sequence g6nomique de 

15 l'ad6novirus 6tant connue et accessible, I'homme du m6tier peut seiectionner 
par des experiences de routine des sites de restriction absent de ce g6nome. 
A titre d'exemple, on peut citer les sites Pacl . NspV et Swa l (pour Ad5) ou 
Snab l (dans Ad2). II est 6galement possible de rendre certains sites uniques 
en modifiant la sdquence du g§nome adenoviral. Ainsi, d'autres enzymes 

20 peuvent etre utilis6es si les sites de restriction correspondants sont 
supprim£s modifies ou d6let§s dans la sequence adenoviral construite chez 
E. coli . Les sites peuvent etre positionn§s directement & cote des extremites 
du genome adenoviral, ou espac6s de quelques paires de bases. 

Les plasmides selon I'invention peuvent §tre construits en utilisant 
25 des adenovirus d'origine diverse. Diff6rents serotypes d'adenovirus, dont la 
structure et les propri6t6s varient quelque peu, ont en effet 6t6 caract6ris6s. 
Parmi ces serotypes, on prefere utiliser dans le cadre de la pr6sente 
invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les 
adenovirus d'origine animale (voir demande WO 94/26914). Parmi les 
30 adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
(exemple : Mav1, Beard et al., Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire 
ou encore simienne (exemple : SAV). De preference, l'ad6novirus d'origine 
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animale est un adenovirus canin, plus pr6f6rentiellement un adenovirus 
CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Selon un 
mode particulier de realisation de I'invention, I'adenovirus utilise est un 
adenovirus d'origine humaine. Selon un autre mode avantageux, Tad6novirus 
5 est un adenovirus d'origine animale. 

Recombinaison homoloque et production des virus 

L'etape de recombinaison homologue (permettant la reconstruction du 
genome complet) peut etre realis6e selon les techniques connues de 
I'homme du metier, par transfection (ou co-transfection) des plasmides dans 

10 une cellule appropri6e, de preference une cellule procaryote. Dans un mode 
particulier de realisation, la recombinaison homologue est effectu6e chez E. 
coli en utilisant une souche polA afin de seiectionner les 6v6nements de 
recombinaison homologue. II est evident que ces constructions peuvent aussi 
etre r6alis6es en Tabsence de syst6mes permettant de seiectionner des 

15 evenements de recombinaison. En effet de tels 6v6nements de 
recombinaison peuvent etre cribies par minipreparation, perte ou acquisition 
d'un marqueur, ou bien criblage k Paide de sondes radioactives specifiques 
pour les jonctions obtenues ou perdues. De plus, il existe d'autres techniques 
permettant de seiectionner des 6v6nements de recombinaison homologue 

20 chez E. coli. Parmi celles -ci, citons I'utilisation de plasmides thermosensibles 
pour leur replication (Hamilton et al., 1989), I'utilisation de molecules 
circulaires non r6plicatives (d6crite par exemple par Slater et Maurer, 1993), 
I'utilisation de souches dans lesquelles le vecteur utilise ne se r6plique pas 
(Miller et Mekalanos, 1988, Zeef et al., 1994), etc. Tous ces syst&mes 

25 peuvent etre utilises k la place de souches polA et d'une transformation avec 
un plasmide derive de pBR322, ou ses nombreux derives, ou d'autres 
plasmides k replication PolA-d6pendante ou bien des plasmides ne se 
replicant pas chez Escherichia fioH. 

Un autre objet de la pr6sente demande conceme toute cellule 
30 procaryote contenant un plasmide tel que d6fini ci-avant. II peut s'agir en 
particulier de toute bact6rie pour laquelle il existe un systeme de vecteur ou 
I'ADN recombinant peut etre introduit. Citons par exemple Escherichia coli, 
Salmonella typhimurium . Bacillus subtilis . Pseudomonas putida, 
Pseudomonas aeruginosa . Agrobacterium tumefaciens . Rhizobium meliloti 
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ou les bact6ries du genre Streptornyces . Ces cellules sont obtenues 
avantageusement par transformation selon les techniques connues de 
rhomme du m§tier. La transformation peut notamment etre effectu6e par la 
technique de transformation au CaCl2 (Dagert et Ehrlich, 1979), ou celle 
5 mise au point par Hanahan et a!- (1983) ou toute technique d6riv6e de celle- 
ci (Maniatis el al, 1989), ainsi que par 6lectrotransformation (Wirth el ai-, 
1 989). Voir §galement les techniques generates de Biologie Moldculaire ci- 
apr^s. 

Un autre objet de la pr6sente invention reside dans un proc6d§ de 

10 production de g6nomes d'ad6novirus recombinants. Selon ce proc6d6, des 
cellules procaryotes telles que decrites ci-dessus sont cultiv6es puis, dans 
une deuxidme 6tape, les plasmides sont r£cup6r6s. Avantageusement, la 
culture est r§alis6e pendant un temps suffisamment long pour produire des 
quantites appropri6es de plasmide. Le plasmide peut etre recup6r6 par toute 

15 technique connue de Thomme du m6tier pour la preparation d'ADN 
plasmidique. Ainsi, il peut Stre recup6r6 par pr6paration d'un lysat clair suivi 
d'une centrifugation dans un gradient en chlorure de c6sium (Maniatis et a!-, 
1989). D'autres techniques peuvent etre utilis§es, faisant appel k d'autres 
m§thodes de lyse utilisant le triton X-100, par exemple (Ausubel et fll- 1987), 

20 ou bien une colonne d*6change d'anions aprds l'6tape de lyse et de 
sSparation de I'ADN plasmidique vis k vis de la majority de I'ADN 
chromosomique et des prot6ines. Les plasmides ainsi r6cuper6s peuvent 
ensuite §tre purifies et trait6s en pr6sence de I'enzyme de restriction 
correspondant aux sites bordant le g6nome viral. Ceci permet en une seule 

25 6tape de g6n6rer un gdnome d'ad6novirus recombinant Iin6aire, directement 
utilisable pour la production clonale de virus recombinants. 

A cet 6gard, une premidre methode pour preparer les virus 
recombinants consiste k transferer le g6nome viral produit k partir des 
plasmides de I'invention dans une Iign6e cellulaire d'encapsidation 
30 competente, c'est-^-dire portant en trans toutes les fonctions necessaires k la 
compl6mentation du virus d6fectif. Ces fonctions sont pr6f6rentiellement 
int6gr6es dans le genome de la cellule, ce qui r6duit les risques de 
recombinaison, et confere une stability accrue k la Iign6e cellulaire. 
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Une seconcle approche consiste k co-transfecter dans une Iign6e 
cellutaire appropri6e le genome recombinant pr6par6 et I'ADN d'un ou de 
plusieurs virus ou plasmide helper. Selon cette methode, il n'est pas 
n6cessaire de disposer d'une lignee celiuiaire competente capable de 
5 complementer toutes les fonctions defectives de l'ad6novirus recombinant. 
Une partie de ces fonctions est en effet compiement6e par le ou les virus 
helper. Ce ou ces virus helper sont eux-memes defectifs. 

Parmi les lignees cellulaires utilisables, on peut citer notamment la 
lignee de rein ernbryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 

10 (1977) 59). Cette Iign6e contient notamment, int6gree dans son genome, la 
partie gauche du genome de Pad6novirus humain Ad5 (12 %). La transfection 
peut etre r6alis6e avantageusement directement avec le produit de digestion 
du plasmide obtenu selon le procede decrit ci-avant, sans 6tape de 
purification du g6nome adenoviral. D'autres Iign6es sont par exemple des 

15 lignees produites k partir de cellules ernbryonnaire de retine (HER), de 
cellules de foie, etc. II peut s'agir de lignees compiementant les fonctions E1 
(293, cellules PERC-6), E1 et E4 (IGRP2), E1 et E2, etc. De telles lignees ont 
ete decrite dans Tart anterieur et sont utilisables par I' horn me du metier. 

Les adenovirus ainsi produits peuvent etre isoies ou purifies par les 
20 techniques connues de I'homme du metier (chlorure de c6sium, 
chromatographie, etc.). lis peuvent etre utilises dans diff6rentes applications, 
comme la production de produits th6rapeutiques ou prophylactiques in vitro, 
ex vivo ou in vivo, ou 6galement pour I'analyse fonctionnelle du g6nome (et 
la constitution de banques). 

25 Les benefices de I'utilisation du nouveau proc6d6 sont les suivants: 

Une simplification et une plus grande rapidite dans la generation du 
recombinant, et la non n6cessite d'une etape de criblage Ii6e aux systemes 
de selection multiples imposes au proc6d6 et & la structure d'un vecteur 
parental non fonctionnel. 

30 Contrairement aux proced6s connus decrits, la robustesse du 

procede est basee sur la simuitaneite des pressions de selections qui conduit 
en une seule etape k la selection du seul plasmide final portant le genome 
adenoviral fonctionnel. La generation d'un nouveau vecteur recombinant en 
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une seule 6tape r§duit consid6rablement le temps de travail n6cessaire en 
comparaison avec les proc6d6s connus. Toute 6tape de criblage 6tant inutile, 
la quantity de travail n6cessaire est consid6rablement all6gee en 
comparaison avec les proc6des connus. De plus, la non-n6cessit6 de 
5 criblage ouvre la voie d la g6n6ration simultane de nombreux vecteurs 
ad6noviraux recombinants par un mfeme intervenant. 

Un autre avantage du proc6d6 d'invention reside dans Paspect non 
viable des deux plasmides recrutes pour la generation du plasmide final 
portant le g6nome fonctionnel. Aucun des deux plasmides initiaux ne 

10 possfede s6par6ment I'ensemble des fonctions lui permettant de gen6rer un 
genome ad6noviral fonctionnel. Aussi, dans le cas extreme d'une fuite dans 
les s.6|ectLons im pos6es (a ntibiotiques ), si deu x types de constructions ( la 
construction souhait6e et les plasmides initiaux) devaient co-exister aprds la 
recombinaison dans la souche bact6rienne, ce resultat n'aurait pas 

15 d'incidence sur la g6n6ration du vecteur recombinant souhait6, une fois ce 
melange transfectd dans la cellule eucaryote productrice. En effet, seule la 
construction souhait6e resultant de la recombinaison homologue est viable et 
s'amplifie dans la cellule eucaryote productrice, les plasmides initiaux 6tant 
non-viables (absence d'au moins une region ITR pour chaque plasmide). 

20 Les caract6ristiques cit6es plus haut du proc6d6 d'invention 

concourent & une simplification de la construction de vecteurs ad6noviraux et 
ouvrent la possibility de g6n6ration k au d6bit de vecteurs recombinants. II 
peut s'agir de construire en simultan6e des vecteurs ad6noviraux 
recombinants portant des s6quences connues dont on veut valider la 

25 fonction, ou d'un ensemble de vecteurs recombinants portant des s6quences 
de nature inconnue dont on veut d6couvrir la fonction. Dans ce dernier cas 
on parle de banques d'expression adenovirals. 

Dans une application de th6rapie g6nique 

Les ad6novirus peuvent §tre utilises dans des applications 
30 th6rapeutiques. Dans ce but, I'acide nucl6ique h§t6rologue peut comporter 
un ou plusieurs g&nes th6rapeutiques et/ou un ou plusieurs g6nes codant 
pour des peptides antig6niques. 
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Les g6nes th6rapeutiques qui peuvent ainsi etre transf6r6s sont tout 
gene dont la transcription et 6ventuellement la traduction dans ta cellule cible 
g6n6rent des produits ayant un effet th6rapeutique. 

II peut s'agir d'un produit homologue vis-&-vis de la cellule cible 
5 (c'est-a-dire un produit qui est normalement exprim6 dans la cellule cible 
lorsque celle-ci ne pr6sente aucune pathologie). Dans ce cas, I'expression 
permet par exemple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou 
Texpression d'une prot6ine inactive ou faiblement active en raison d'une 
modification, ou encore de surexprimer ladite prot6ine. Le g6ne 
10 thSrapeutique peut aussi coder pour un mutant d'une prot6ine cellulaire, 
ayant une stability accrue, une activit6 modiftee, etc. Le produit peut 
egalement 3tre h6t6rologue vis-6-vis de la .cellule cible. Dans ce cas, une 
proline exprim6e peut par exemple computer ou apporter une activity 
dSficiente dans la cellule lui permettant de I utter contre une pathologie. 

15 Parmi les produits th6rapeutiques, on peut citer plus particulferement 

les enzymes, les d6rives sanguins, les hormones, les lymphokines : 
interleukines, interf6rons, TNF, etc (W093/19191), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes die 
synthase, les facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, 

20 bFGF, NT3, NTS, etc; les apolipoprot6ines : ApoAl, ApoAIV, ApoE, etc 
(WO94/25073), la dystrophine ou une minidystrophine (FR 9111947), les 
genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, Rap1 A, DCC, k-rev, etc 
(W09424297), les g§nes codant pour des facteurs impliqu6s dans la 
coagulation : Facteurs VII, VIII, IX, les g6nes suicide (TK, etc), etc. 

25 Le g6ne th6rapeutique peut 6galement etre un gdne ou une 

s6quence antisens, dont I'expression dans la cellule cible permet de controler 
I'expression de g6nes ou la transcription d'ARNm cellulaires. De telles 
sequences peuvent par exemple §tre transcrites, dans la cellule cible, en 
ARN compl6mentaires d'ARNm cellulaires et bloquer ainsi leur traduction en 

30 proteine, selon la technique d§crite dans le brevet EP 140 308. 

Comme indiqu6 plus haut, I'acide nucl§ique d'int6rdt peut 6galement 
comporter un ou plusieurs g§nes codant pour un peptide antig6nique, 
capable de g6n6rer chez I'homme une r6ponse immunitaire. Dans ce mode 
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particulier de mise en oeuvre, invention permet done la realisation de 
vaccins permettant d'immuniser I'homme, notamment contre des 
microorganismes ou des virus. II peut s'agir notamment de peptides 
antig6niques sp6cifiques du virus d'Epstein barr, du virus HIV, du virus de 
5 Thepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore specifiques 
de tumeurs (EP 259 212). 

Generalement, I'acide nucieique d'int6ret comprend 6galement des 
sequences permettant I'expression du gene th6rapeutique et/ou du gdne 
codant pour le peptide antig6nique dans la cellule infect6e. II peut s'agir des 

10 sequences qui sont naturellement responsables de I'expression du g6ne 
consid6r6 lorsque ces sequences sont susceptibles de fonctionner dans la 
cellule infectee. II peut 6galement s'agir de sequences d'origine diff6rente 
(responsables de I'expression d'autres proteines, ou m§me synthetiques). 
Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes eucaryotes ou 

15 viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de 
sequences promotrices issues du genome d'un virus, y compris I'adenovirus 
utilise. A cet 6gard, on peut citer par exemple les promoteurs des genes E1 A, 
MLP (Major Late Promoter), CMV (Cytomegalovirus), RSV (Rous Sarcoma 

20 Virus), etc. En outre, ces sequences d'expression peuvent §tre modifiees par - 
addition de sequences d'activation, de regulation, etc. Pref6rentiellement, on 
pourra utiliser des promoteurs regulable par la tetracycine du type Tet on/off 
ou off/on, ou inductible par ecdysone ou dexamethasone. Par ailleurs, 
lorsque le gene ins6r6 ne comporte pas de sequences d'expression, il peut 

25 etre ins6r6 dans le genome du virus defectif en aval d'une telle sequence. 
Enfin, Tacide nucl6ique d'interet peut 6galement comporter, en particulier en 
amont du gene th6rapeutique, une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette 
sequence signal peut §tre la sequence signal naturelle du produit 

30 th6rapeutique, mais il peut 6galement s'agir de toute autre sequence signal 
fonctionnelle, ou d'une sequence signal artificielle. 

La pr6sente invention concerne 6galement toute composition 
pharmaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants 
prepare selon ce proc6d6. Les compositions pharmaceutiques de I'invention 
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peuvent etre formul6es en vue d'une administration par voie topique, orate, 
parenteral, intranasal, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutan6e, 
intraoculaire, transdermique, etc. 

Pr6f6rentiellement, la composition pharmaceutique contient des 
5 vehicules pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable, 
II peut s'agir en particulier de solutions salines (phosphate monosodique, 
disodique, chlorure de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou 
des melanges de tels sels), steriles, isotoniques, ou de compositions s6ches, 
notamment lyophilis6es, qui, par addition selon le cas d'eau sterilisee ou de 
10 s6rum physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. 

Les doses de virus utilises pour ('injection peuvent etre adapt6es en 
fonction de differents paramfetres, et notamment en fonction du mode 
d'administration utilise, de la pathologie concernee, du gene a exprimer, ou 
encore de la duree du traitement recherchee. D'une manidre g6n6rale, les 

15 adenovirus recombinants selon Tinvention sont formul6s et administres sous 
forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu, et de preference 10® a 
10 10 pfu. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au pouvoir 
infectieux d'une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropri§e, et mesure, g6n6ralement apres 15 jours, du nombre de 

20 plages de cellules infect§es. Les techniques de determination du titre pfu 
d'une solution virale sont bien document6es dans la Iitt6rature. 

Selon la sequence d'ADN h6t6rologue ins6r6e, les adenovirus de 
('invention peuvent etre utilises pour le traitement ou la prevention de 
nombreuses pathologies, incluant les maladies g6n6tiques (dystrophie, 
25 fibrose cystique, etc), les maladies neurodegeneratives (alzheimer, 
parkinson, ALS, etc), les cancers, les pathologies liees aux desordres de la 
coagulation ou aux dyslipoprot6inemies t les pathologies Ii6es aux infections 
virales (hepatites, SIDA, etc), etc. 

Dans une application de production de prot6ines recombinantes . 

30 Le proc6d6 d'invention permet de g6n6rer des vecteurs ad6noviraux qui 
peuvent permettre la production de prot6ines recombinantes, en particulier 
dans des cellules humaines en culture . II peut s'agir de proteines telles que 
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Talbumine s6rique humaine, les interferons humains, des anticorps humains, 
de Tinsuline humaine, de facteurs h6matopoT6tiques f de facteurs tels que le 
facteur IX ou VII, de facteurs thrombolytiques tel que I'activateur 
plasminog6ne tissulaire, divers facteurs de croissance, facteurs trophiques, 
5 cytokines, de peptides du systeme nerveux central, d'opioides, d'enzymes, 
d'antig6nes viraux mais aussi de prolines d'autres organismes comme celle 
de plantes. 

Dans une application de a6nomique fonctionnelle: 

A I'aide des m§mes outils de fabrication cites plus haut, le proc6d6 
10 est exploits dans une application de validation ou de d6couverte de nouvelles 
cibles dans le sens compris par I'industrie pharmaceutique. 

La prdsente invention concerne 6galement toute exploitation d'une 
composition utilisant la m6thode d6crite. En particulier, en aval, toute 
preparation permettant Tobtention et ('integration d' acide nucl6ique quelque 

15 soit leur nature dans un premier plasmide navette au sens de I'invention ainsi 
que Tutilisation desdits plasmides pour generer un ou de multiples adenovirus 
recombinants par les m6thodes diverses d'automatisation. Ces adenovirus 
recombinants peuvent alors etre utilises dans de multiples modules in vitro et 
in vivo pour 6valuer la fonctionnalite des sequences qu'ils portent. La 

20 fonctionnalite des sequences port6es par les adenovirus recombinants 
g6n6r6s peut-fitre 6valu6e par Tun des nombreux tests fonctionnels 
disponibles k I'homme du metier. 



Un objet de I'invention reside done 6galement dans un proc6d6 de 
25 preparation de banques depression ad6novirales, comprenant les etapes 
suivantes : 

- la construction d # une banque primaire dans un vecteur navette tel 
que d6crit ci-avant, 

- la transformation d'une culture bacterienne avec ladite banque 
30 primaire, en presence d'un plasmide parent selon 1'invention, 
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- Introduction des plasmides obtenus, ou des genomes 
adenoviraux complets apres excision par digestion enzymatique, 
dans une cellule productrice d'ad6novirus. 

- Eventuellement, I'infection d'un materiel biologique comprenant 
5 des cellules afin d'analyser les clones de la banque. 

Ce proc6d6 comprend done une premiere etape de preparation 
d'une banque primaire d'acides nucieiques dans le plasmide navette de 
invention avant d'appliquer 1'invention et d'utiliser la banque ad6novirale 
dans un module experimental. La constitution d'une telle banque primaire 

10 dans le plasmide de 1'invention (plasmide navette) peut etre realisee par les 
methodes de biologie mol6culaire connues de I'homme du metier. En 
particulier, la banque primaire peut etre construite par la succession des 
operation suivantes: a) obtention d'ARNm (ou d'ARN totaux) a partir d'une 
population cellulaire, b) preparation des ADN compiementaires de la 

15 population d'ARNm isol6e c) 6ventuellement la preparation d'une banque 
d'acides nucieiques dans laquelle les ADNc sont places sous le controle d'un 
promoteur fort, ou plus particulidrement sous le contr6le d'un promoteur 
regulable, d) incorporation des ADNc (ou de la cassette d'expression) dans le 
plasmide navette de I'inventiqn. 

20 La pr6sente invention a done 6galement pour objet une banque 

d'acides nucieiques donee dans un vecteur ou plasmide navette tel que 
d£crit precedemment. 

Dans la deuxteme etape, la co-transformation de la banque primaire 
de plasmides navettes avec un plasmide parental d6crit dans 1'invention 

25 permet I'obtention d'une banque de plasmides portant des genomes 
ad§noviraux fonctionnels. Cette etape peut etre r6alisee soit par co- 
transformation simultan6e des plasmides dans les bacteries, soit par 
transfections s6quentielles. Ainsi, le plasmide parent peut etre, dans un 
premier temps, introduit dans les bacteries, puis les plasmides navettes sont 

30 transfectes dans un deuxieme temps. 

Dans la troisieme etape, les plasmides (ou les genomes 
recombinants fonctionnels excises sont transfectes dans une cellule 
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transcompl6mentante, ce qui permet de g6n6rer une banque d'ad6novirus 
recombinants. Pr6f6rentiellement, les plasmide obtenus sont isol6s et/ou 
purifies, et les genomes recombinants sont excises par traitement avec 
I'enzyme (ou les enzymes) appropri6s, ne coupant pas le genome adenoviral. 

5 Dans la quatridme 6tape, I'infection d'une population cellulaire 

choisie (ou d'un materiel biologique) k I'aide de la banque d'ad6novirus 
recombinants permet d'analyser les propri6t6s biologiques ou fonctionnelles 
des clones de la banque. Pour cela, la population cellulaire choisie et 
infect6e peut 6tre plac6e dans des conditions permettant I'expression de 
10 I'acide nucl6ique et ainsi d'identifier un ph6notype recherche par r etude de la 
population cellulaire. II est ensuite possible de remonter au vecteur inducteur 
et ainsi de caract6riser I'ADN conf6rant le ph6notype recherche. 

Avantageusement, pour permettre des etudes de fonctionnalite plus 
robustes, les clones sont traites separ6ment et non en pool. Les clones de la 

15 banque primaire dans le plasmide navette sont ainsi transforms 
individuellement en microplaques dans la bact6rie poss6dant de\k le 
plasmide adenoviral tronqu6 parental. Par croissance en microplaque sous 
pression de selection (antibiotiques), les ADN produits sont purifies et 
transfect6s dans la cellule eucaryote productrice apres excision des g6nomes 

20 par I'enzyme choisie (par exemple Pad). Un tel procede est schematise 
figure 2. 

Selon un mode de realisation pr6f6r6 du proc6d6 de preparation de 
banques ad6novirales ^expression de la pr6sente invention, on peut utiliser 
la technologie de clonage Gateway® qui a 6te d6velopp6e par Life 
25 Technologies, Inc. (LTI, Rockville, MA, USA) et permet notamment de 
g6n6rer simultan6ment un ensemble d'adenovirus porteurs d'inserts issus 
par exemple d'une banque d'ADN compl6mentaire ou d'un groupe de 
sequences caract6ris6es et s6lectionn6es par diff6rentes methodologies bien 
connues de I'homme du metier. 

30 La technologie de clonage Gateway® qui est entre autre d6crite dans 

le brevet US 5,888,732, permet de transferer des inserts entre par exemple 
deux vecteurs plasmidiques, tors d'une reaction in vitro, grace & des reactions 
de recombinaison au niveau des sites sp6cifiques aflL, attR, a«B, et atfP du 
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bacteriophage lambda (A) d'Escherichia coli. L'insertion d'un gene ne 
n6cessite plus la presence de sites de restriction appropri6s au sein du 
vecteur, mais seulement la presence de sequences courtes de 
recombinaison appel6e sequences att. 

5 Le syst6me de clonage Gateway® consiste d'une part & effectuer une 

reaction dite LR, au cours de laquelle un clone d'Entr6e, contenant un insert 
d'int6r§t entoure des sites atfL, recombine avec un clone Destination 
contenant des sites artR. afin de g6n6rer un clone d'Expression. Uinsert 
d'int6r§t qui est porte par le clone Entr6e est alors transf6r6 dans un vecteur 

10 d'Expression, provenant du clone Destination, contenant les sites aflB. Le 
systdme Gateway® consiste d'autre part & effectuer la reaction inverse, qui 
est designee reaction BP, au cours de laquelle le clone depression 
contenant un insert d'int6ret entoure des sites de recombinaison a«B 
recombine avec un vecteur Donneur contenant les sites aflP, pour donner le 

15 clone d'Entree, qui contient les sites aftL. 

Plus particulferement, on peut modifier selon une premiere strat6gie, 
un plasmide navette par exemple pJJ1, tel que d6crit pr6cedemment f afin de 
g6n6rer un plasmide compatible avec le systdme Gateway®, qui possfede les 

20 sites att appropri6s. Selon cette premiere approche, les sites att sont de 
preference introduits entre le promoteur (CMV) et le site de polyadSnylation 
de SV40 de la cassette d f expression du plasmide navette. Le plasmide ainsi 
obtenu est d6sign6 plasmide Destination selon la terminologie de la 
technologie Gateway®, et peut ensuite entrer en faction avec les clones 

25 Entree de la technologie Gateway®. En consequence, tout insert issu d'une 
banque d'ADN ou d'un groupe de sequences s6lectionn6es, qui est clone 
dans un vecteur ou clone d'Entree peut etre transf6r6 dans le plasmide 
navette au sens de I'invention pour donner un plasmide navette d' Expression 
utilisable dans I'invention pour genSrer le vecteur adenoviral correspondant. 

30 Selon une seconde strat6gie, le plasmide adenoviral complet est 

modifi6 pour dtre compatible avec la technologie Gateway®. II s'agit done 
d'introduire les sites att appropries au sein du plasmide porteur d'un genome 
adenoviral afin de permettre la realisation des reactions d6crites dans le 
systeme de clonage Gateway®. De preference, les sites att sont introduits en 

35 lieu et place de la region E1 du g6nome adenoviral entre un promoteur et 
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une sequence de polyad6nylation. Cette strat6gie permet ainsi de g6nerer 
des plasmides porteurs de genomes ad6noviraux comprenant des inserts 
vari6s originellement pr6sents dans des clones d'Entr6e. II peut s'agir 
d'inserts issus de la fabrication de banques d'ADN compl6mentaires, 
5 d'inserts repr6sentants les g$nes d'une m§me famille ou de toutes autres 
origines. On g6n&re un plasmide porteur d'un g6nome ad6noviral, modifie et 
possgdant les sequences att, qui est un clone Destination au sens de la 
technologie Gateway®, et est d6signe pAdDEST (Exemple 6, figure 10). Le 
clone Destination ainsi obtenu, pAdDEST, peut r6agir avec tout clone 
10 d'Entr6e pour g6n6rer un plasmide d'Expression porteur du g6nome 
adenoviral : pAdExp comme d6crit ci-aprds dans I'Exemple 6 et & la figure 
11. 

[^invention represente ainsi une nouvelle methode pour valider ou 
identifier une s6quence associ6e & un effet physiologique ou g§n6tique 

15 induisant un ph6notype caract6ristique. II peut s'agir plus particulidrement 
d'un gdne provoquant un d6faut g6n6tique, ou d'un g§ne qui pourrait etre 
indicatif ou caract6ristique d'une anomalie gen&ique. 

Dans une application de validation ou de determination de la fonction 
d'une ou plusieurs sequences dans le cadre d'une activit6 de g6nomique 

20 fonctionnelle, les sequences peuvent §tre de toutes natures, en particulier 
celles cities plus haut, mais §galement provenir de populations de toutes 
s6quences de nature inconnues et multiples. Ces s§quences peuvent etres 
juxtaposes en differentes cassettes pour etre ult6rieurement introduces 
dans le gdnome adenoviral souhait6. 

25 Ces sequences peuvent §tre issues de tout type cellulaire vivant ou 

produite artificiellement par differents proc6d6s comme la synthase de novo, 
la mutagen dse, la combinaison de sequences etc. 

Un grand nombre de banques peuvent §tre utilis6es comme source de 
sequences nucteotidiques dans le cadre de la presente invention, incluant 

30 mais non limits & des banques d'ADN genomique (en particulier de r6gions 
de chromosomes - inclus par exemple dans des YACs ou des BACs), des 
banques d'ADNc, des banques d'ADN synth6tiques, que ces banques soient 
normalises ou non et pr6par6es k parti r de diff6rents tissus vivants pour de 
I'expression sens ou antisens, de sequences g§n6r6es au hasard ayant le 

35 pouvoir de g6n6rer des peptides vari6s, de sequences d6g6n6r6es k partir 
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d'une sequence connue, d'une sequence mosai'que de sequences connues, 
etc. 

En particulier, les sequences primaires k 6tudier peuvent g6n6rer des 
antisens ou des 6lements de suppression g6n§tique. II s'agit de sequences 
5 qui s'exprimant peuvent inactiver un g§ne particulier dans le systdme 
biologique 6tudi6. II peut s'agir de ribozyme. 

Les sequences utilis6es pour former la banque peuvent provenir de diffdrents 
processus de synthase. En particulier, la simulation d'une Evolution 
mol6culaire dirig6e qui utilise la recombinaison permet de gen6rer une 
10 diversity de gdnes en utilisant des mdcanismes identifies de Involution (Curr. 
Op. in Biotech. 1 997, 8: 724-733). 

Les sequences utilises pour former la banques peuvent aussi provenir de 
I'analyse bio-informatique des banques de donnges qui recensent les 
donn6es du g6nome humains. Elles peuvent fitre s6lectionn6es en utilisant 
15 I'analyse de Texpression g6nique obtenues par diff6rentes m6thodes ( EST, 
Microarrays, DNA chips, differential display) TIBtech 1996, 14 p294-298; 
Nature Biotechnology 1 998, 1 6, p27-31 . 

En particulier, le proc6de permet de g6nerer une banque adenoviral 
d'expression de sequences de peptides randomis6es. II permet alors de 

20 faciliter la selection et Identification de sequence de peptides al6atoires 
capables de se lier k une proteine d'int6ret. Une banque ^oligonucleotides 
de sequence al6atoire est introduce dans un site (polylinker) correspondant k 
une boucle flexible d'une proteine naturelle ou synth&ique pour que les 
peptides soient pr6sent6s k la surface de la prot6ine. II peut s'agir de 

25 presenter ces peptides de fagon intracellulaire (Colas et al, 1996, Nature 380: 
548-550) ou k la surface de la cellule (Tramonto et al, 1994, J.Mol.Recognit. 
7:9-24). Enfin les peptides peuvent etre pr6sent6s k I'ext6rieur de la cellule 
en insurant un signal de s6cr6tion dans la cassette d'expression (Rice et al, 
1 992, PNAS 89, 5467-5471 ). 

30 Une ou plusieurs s6quences d'int6r£t peuvent Stre int6gr6es au vecteur. 

II peut s'agir d'6valuer au final une combinaison de sequences (cassette 
d'expression) ou de co-exprimer la sequence d'interet avec un autre gene 
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d'int6r§t, par exemple un g6ne marqueur. On peut alors decider soit d'utiliser 
des sequences polycistroniques soit de placer le ou les sequences k 
exprimer en une localisation diff6rentes de la sequence d'int6ret au sein du 
genome adenoviral. Les sequences polycistroniques utilisables sont varices. 
5 Les elements IRES permettent la traduction efficace de deux ou plus phases 
ouvertes de lectures k partir d'un seul ARNm. Plus particulierement, une 
phase de lecture code pour la proteine d'int6r£t (provenant d'une banque 
d'ADNc) I'autre phase de lecture pour un marqueur comme la GFP. 

Le proc6d6 permet d'utiliser les systemes d'excision/integration liees k une 
10 activite enzymatique. II peut s'agir du systeme CRE-Lox (Baubonis et al, 
Nucl. Acids Res. 21 :2025-2029) du systeme FLP recombinase-FRT ( Dang et 
a]., Dev. Gent. 13; 367-375) du systeme Piv de Moraxella lacunata (Lenic et 
al. 1994, J. Bacteriol. 176 -4160) ou du systeme de I'integrase lambda ( 
Kwon et al. 1997 Science 276, 126). Plus particulierement, une sequence ou 
15 la cassette d'expression de I'ADNc est jointe a un vecteur 6pisomal replicatif 
est excise par le systeme Cre-lox du g6nome adenoviral et sera transmise 
aux cellules infect6es qui se diviseront (W097/47757). 

Le proc6d6 facilite la mise en evidence des interactions ADN-proteines. La 
banque correspond alors k una population de sequences capables de se tier 
20 avec I'ADN. II s'agit de polypeptides issus de proteines capables 
naturellement de se fixer k PADN ou de polypeptides artificiels. On recherche 
la sequence la plus specifique d'une sequence ADN donne. 

Le proc6d6 permet la mise en evidence d'interactions Prot6ines-Prot6ines. 
La capacite de co-infection du vecteur adenoviral est utilise. 
25 Pr6f6rentiellement le test de complementation LacZ est employee (PNAS 
1997, 94, 8405-8410) . Le systeme cellulaire est co-infect6 par la premiere 
construction et la banques d'ADNc 

Les tests de fonctionnalites qui peuvent §tre mis en oeuvre pour analyser la 
banque d'expression adenoviral de I'invention sont nombreux et varies. 

30 On peut utiliser par exemple des tests de complementation qui consistent k 
identifier la sequence nucieotidique issu de la banque dont ('expression 
conduit k un ph6notype cellulaire recherche. Plus particulierement, la banque 
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adgnovirale d'expression permet d'infecter une cellule humaine deficiente 
pour un trait ph6notypique. Analyse des cellules infect6es et repgrage des 
cellules qui arborent alors le trait ph6notypique recherch6. Analyse de I'ADNc 
port6 par le virus responsable de I'apparition du trait ph^notypique. On peut 
5 egalement mesurer la disparition d'un tait ph6notypique apr£s infection 
r6sultant d'une activit6 antisens ou d'un « knock-out » fonctionnel. 

Le procede facilite l'6tude du mode d'action d'une moldcule chimique dans 
un syst&me biologique. La banque d'expression ad6novirale sert k infecter 
les cellules du systdme biologique r6pondant k Taction de la drogue. Aprds 
10 infection, I'effet de la drogue peut §tre non modifte, augments ou inhib§. 
Dans les deux derniers cas, ('analyse des cDNA port6s par les genomes 
viraux facilite la d6couverte des voies intracellulaires et/ou extracellulaire 
impliqu6es dans I'effet du compose chimique. 

Le proc6d6 de ('invention peut ainsi §tre mis en ceuvre pour 

15 - la recherche d'acides nucleiques (cibles) permettant de 

contourner les effets de p53 dans le processus d'arr§t de 
croissance et d'apoptose. 

- Identification de cytokines 

- Identification de peptides synth6tiques qui affectent les 
20 processus cellulaires 

- la recherche de molecules capables d'effectuer une pr6sentation 
extracellulaire de peptides 

- Identification de cibles pour des cellules tumorales qui ne 
pr6sentent pas de suppresseurs de tumeurs sp6cifiques. 

25 - L'identifications de g6nes impliqu6s dans le processus de 

metastases. 



L'invention est §galement relative A un kit comprenant : 
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- un plasmide navette comprenant un premier g6nome tronqu6 
d'ad6novirus, et 

- un plasmide parent comprenant un deuxieme g6nome tronque 
d'ad6novirus, 

5 les deux plasmides etant susceptibies de produire, par recombinaison 
homologue entre les deux genomes tronqu6s d'ad6novirus, un plasmide final 
comprenant un g6nome d'ad6novirus recombinant Iin6aire complet, bord6 
par un ou plusieurs site de restrictions non present dans ledit g6nome. 

La pr6sente invention sera plus comptetement d6crite k I'aide des 
10 exemples qui suivent, qui doivent etre considers comme illustratifs et non 
iimitatifs. 



LEGENDE DES FIGURES 



15 Figure 1 Schema descriptif du principe de I'invention. Un plasmide 
navette pJJ1 et un plasmide parental pOSE1 possedant chacun un fragment 
compiementaire forment un co-agr6gat par recombinaison homologue chez E 
coli g6nerant un g§nome complet d f ad6novirus recombinant portant une 
sequence exogdne. 

20 KmR: g§ne de resistance & la Kanamycine. Tet R: G6ne de resistance & la 
tetracycline. RK2 Ori: Origine de replication du plasmide RK2. RK6 Ori: 
Origine de replication du plasmide RK6 

Figure 2 Generation simultan6e de 96 adenovirus recombinants portant 
des cDNA issus d'une banque cDNA construite dans le plasmide navette. 
25 Application des propri6t6s de la technologie OSEDRAG. 

Figure 3 Obtention du plasmide parental au terme de I'invention portant 
une sequence de g6nome adenoviral non-complete et done non fonctionnelle 
par la technologie EDRAG (Crouzet et al.). Carte des plasmides pJJ301, 
pXL3215 et du plasmide pOSE17-00. 
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Figure 4 Cartes de differentes versions de plasmides parentaux 
utilisables par 1'invention pour g6n6rer diffdrentes versions de vecteurs 
ad6noviraux recombinants, en particulier des vecteurs d6l6t6s pour E1et E3 
(pOSE 10-00), des vecteurs d§l6t6s pour E1et E3 et munis de la r§gion pIX 
5 sous sa forme syngen#2 (W099/25861) -(pOSE17-00), des vecteurs d6l6t6s 
pour E1 ,E3 et E4 ( pOSE 30-00) et des vecteurs del6t6s pour E1 , E3 et E4 et 
munis et munis de la r6gion pIX sous sa forme syngen#2 (pOSE37-00). 

Figure 5 Obtention k I'aide du proc6de d'invention d'un genome 
ad6noviral recombinant portant une cassette d'expression du g6ne LacZ. 
10 Carte du plasmide navette plG5 et du plasmide parental pOSE17-00 et du 
plasmide final pAd17-01. Carte des plasmides plG5, pOSE17-00 et pAd17- 
01. 

Figure 6 Obtention k I'aide du proc6d6 d'invention de g6nomes 
ad6noviraux k I'aide de trois plasmides navette differents (plG5: porteur 
15 d'une cassette d'expression du gene LacZ; du plasmide pIGI 8: porteur d'une 
cassette d'expression pour le g6ne Iucif6rase et plG7: sans cassette 
d'expression). Digestion enzymatique des clones resultants de la co- 
transformation du plasmide navette et du plasmide parental. 

Figure 7 Obtention a I'aide du proc6d6 d'invention des vecteurs 
20 ad6noviraux suite k la transfection de differents clones du plasmide pAD17- 
01 dans la cellule productrice 293. Digestion enzymatique des ADN viraux 
purifies a partir des virus amplifies dans la cellule 293. 

Figure 8 Obtention k I'aide du proc6d6 d'invention d'une banque de 
g6nomes addnoviraux g6n6r6s par une banque primaire d'ADNc dans le 
25 plasmide navette pTAOO. La banque de g6nomes ad6noviraux est obtenue 
grace au plasmide parental pOSE37-10 qui est un plasmide d6riv6 de 
pOSE37-00 . Carte des plasmide pTAOO, pOSE37-10 et pAd37-10. 

Figure 9 Obtention d'un plasmide d'expression pAdGWExpLacZ 
compatible avec le systeme Gateway* (LTI, Rockeville, MA, USA) par 
30 recombinaison homologue des plasmides pSHExpLacZ et Pxl2689. 
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Figure 10 Obtention par une reaction dite BP d'un plasmide Destination 
pAdDEST qui porte un g6nome adenoviral complet, le g6ne ccdB I6tal pour 
E. Coli, entoure des sites de recombinaison aflFM et a«R2. 

Figure 1 1 Obtention du plasmide adenoviral porteur d'un insert d'int6r6t 
5 pAdExp par reaction dite LR. 

Techniques generates de clonage. de biolooie moieculalre. de bloloaie 
cellulaire. 

10 Les m6thodes classiques de biologie mol6cu (aires telles que la centrifugation 
d'ADN plasmidique en gradient de chlorure de c6sium-bromure d'ethidium, 
ies digestions par les enzymes de restriction, reiectrophorese sur gei, la 
transformation dans E.coli. la precipitation des acides nucl6iques etc, sont 
d6crites dans la Iitt6rature (Maniatis et ah, 1989). 

15 

Les enzymes ont 6t6 fournies par New-England Biolabs (Beverly, MA). 
Pour les ligatures les fragments d'ADN sont s6par6s selon leur taille sur des 
gels d'agarose de 0,8 k 1 ,5 %, purifies par GeneClean (BIO101, LaJolla CA) 
et incub6s de nuit k 14°C dans un tampon Tris-HCI pH 7.4 50 mM, MgCl2 10 
20 mM, DTT 10 mM, ATP 2 mM, en presence d'ADN ligase du phage T4. 

Les ADN ligatures sont utilises pour transformer la souche rendue 
competente E.coli TG1 [A(!ac proA.B ). supE . thi. hsdDS/ F traD36 . proA^, B + , 
lacl Q. iacZAM15] (Maniatis et ai..1982) a la souche E.coli Tod10 cells (TOP10 
25 One Shot kit, Invitrogen, Netherlands) ou bien la souche E.coli pplA SF800 
(Heffron etal.,1977). 

^amplification par PCR, (Polymerase Chain Reaction), a egalement 6t6 
r6alis6e selon Maniatis et al., 1989, avec les specifications suivantes : 
-Temperature de d6naturation 95°C, temperature d'hybridation 55°C, 
30 temperature d'allongement 72°C. Ce cycle a 6t6 r6p6t6 25 fois dans un PTC- 
200 Peltier Thermal Cycler (MJ Research, Massachusetts, US). 

Les oligonucleotides ont 6t6 synth6tis6s par la soci6t6 GENSET ( Eyry, 
France). Le s6quengage a 6t6 effectu6 par la soci6t6 ESGS (Evry, France). 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Construction de plasmides parentaux 

Cet exemple d6crit i'obtention d'un g6nome adenoviral tronqu6 dans sa 
5 partie 5* et d6l6te pour les regions E1 et E3, adenovirus humain du type 5, et 
borde d'un site restriction unique en sa partie 3' dans un plasmide du groupe 
d'incompatibilite P se repliquant chez E coli. 

Les plasmides selon la pr6sente invention peuvent Stre construits de 
man ie res diff6rentes. Selon une methode prgferee, on construit le plasmide 
10 pOSE17-00 selon la m6thodo!ogie EDRAG (FR2.730.504) k I'aide des 
plasmides pXL3215 et pJJ301. Le plasmide pXL3215 contient la totality du 
g6nome de I'AD (moins deux deletions dans les regions E1 et E3), et 
possede une cassette d'expression du g&ne LacZ dirige par le promoteur 
RSV dans la region E1.Le plasmide pXL 3215 est un d6riv6 du plasmide 
15 pXL2689 et contient I'origine de replication du plasmide RK2, le g§ne de 
resistance a la tetracycline ( J.Crouzet PNASJ997). 

Le plasmide pJJ301 possede une origine de replication RK6 et ne peut se 
repliquer dans des souches E. coli pir-. Le plasmide pJJ301 possede le gene 
de resistance & la Kanamycine. Le plasmide pJJ301 possede une region 
homologue au d6but du g6nome adenoviral pprte par pOSE17-00. II s'agit 
d'une version particuliere de la region pIX appeiee syngen#2 qui est decrite 
dans (W099/25861). En amont de cette sequence est ins6r6e une sequence 
homologue k la region amont du g6nome adenoviral complet dans le 
plasmide pXL3215. La double recombinaison des plasmides pXL3215 et 
pJJ301 donne naissance k pOSE17-00. Ce plasmide pOSE17-00 correspond 
k un plasmide parental au sens du procede dlnvention et est schematise 
dans la Figure 3. 

D'autres plasmides parentaux (pOSE 10-00, pOSE30-00, pOSE37-00) ont 
6t6 construits sur le meme schema permettant de g6n6rer des g6nomes 
30 ad6noviraux d6l6t6s dans la region E1 et E3 (en version r6gion pIX sauvage 
ou version pIX d6gen6r6e (W099/25861) ou des g6nomes ad6noviraux 
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d6l6t6s dans la region E1 E3 et E4 (en version region pIX sauvage ou 
version pIX deg6n6r6e (Figure 4). 

Exemple 2 . Construction de plasmides navettes 

Cet exemple d&crit Pobtention d'un plasmide navette portant la region 
5 5' du genome adenoviral (region ITR et d'encapsidation) .adenovirus humain 
du type 5, pr6c6d6e d'un site de restriction Pac I. 

Ledit plasmide possdde une origine de replication RK6 et est incapable de se 
repliquer chez E coli qui ne peut transcompl6menter pour la proteine ei£- 
Ledit plasmide plG5 contient une cassette d'expression LacZ pr6c6dant une 
10 sequence homologue k une sequence pr6sente dans pOSE17-00 (sequence 
correspondant k une partie de la region piX !va2).Ge plasmide est appeie un 
plasmide navette au sens de ('invention, il poss&de un g£ne de resistance 
pour la kanamycine (Figure 5). 

Exemple 3 Production d'un g6nome adenoviral recombinant fonctionnel 

15 Cet exemple d6crit Pobtention d'un g6nome adenoviral fonctionnel, 

delete pour les regions E1 et E3, adenovirus humain du type 5, et bord6 k 
ses extr6mit6s par un site restriction Pad dans un plasmide du groupe ^ 
d'incompatibilite P se r6pliquant chez E coli et portant une cassette 
d'expression du g£ne LacZ. 

20 La strategic d'int6gration retenue est la recombinaison homologue dans la 
souche E. coli entre pOSE17-00 et PIGS. Le plasmide pOSE17-00 a 6t6 
introduit dans des cellules de la souche E. coli JM83 Rec + lacZ*. A leur tour, 
les cellules issues d'un clone tetracycline resistant ont 6te rendues 
competentes, transform6es par le plasmide plG5, puis etalees sur milieu LB 

25 en presence de tetracycline et de kanamycine. Etant donn6 que le plasmide 
plG5 ne se r§plique pas dans la souche JM83, Tacquisition des resistances k 
la tetracycline et k la kanamycine ne peut se produire que par un 6v6nement 
de recombinaison homologue entre les deux plasmides. En effet ceux ci ont 
en commun la region pIX du g6nome de I'AdS. Le plasmide resultant 

30 possdde le genome complet du vecteur adenoviral recombinant borde par un 
site Pad. Des digestions par les enzymes Pad et Hindlll, EcoRI ou encore 
Pad et Oral, permettent de contrdler I'obtention de la structure plasmidique 
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attendue. Ce plasmide final portant un g6nome adenoviral fonctionnel a 6t6 
nomm6 pAd1 7-01 (Figure 5). 

De la mSme mani6re, le plasmide plG5 et le plasmide pOSE37-00 donnent 
naissance & un plasmide portant un genome adenoviral complet delete pour 
5 E1.E3, E4 et munis d'une region pIX sous sa forme syngen#2 
(W099/25861). 

Par ailleurs, selon la meme strat6gie, il est possible de construire d'autres 
genomes recombinants de la m§me famille portant ou non une cassette 
d'expression. p!G7 et plG18 sont utilises et d6rivent de plG5 : PIG7 n'a pas 

10 de cassette d'expression, plG18 possede une cassette d'expression du gene 
Luciferase. Dans la mesure ou la cassette d'expression ne pr6sente pas 
d'homoiogie de sequence avec la sequence genomique du chromosome 
bacterien 1 00% des clones sont attendus dtre positifs. Comme illustre dans 
la figure 6, 100% des clones analyses k Fissu de ces experience se sont en 

15 effet av6res presenter les structures nucieotidiques attendues (Figure 6). 

pAd17-01 a 6t6 dig6re par Pad liberant le g6nome de l'ad6novirus 
recombinant. Le produit de cette digestion peut Stre utilise tel quel pour la 
transfection de cellules de mammiferes transcomplementantes (cellules 293) 
pour les fonctions E1 de l'ad6novirus. 

20 Exemple 4 : Production d^denovirus recombinants 

Des clones d f ad6novirus recombinants peuvent etre construits chez 
Escherichia coli. par (i) insertions de fragments contenant un ou plusieurs 
genes avec des signaux de regulation appropri6s pour exprimer ces gdnes 
dans les cellules de mammifdres 6tudi6es, ou (ii) par deletion de certains 
25 fragments du g6nome de rad6novirus, ou encore par la combinaison de ces 
deux 6v6nements, puis ensuite, apr6s transfection de cellules productrices, 
un stock d'un tel virus recombinant peut etre obtenu. 

Le plasmide pAd17-01 est purifie a partir d ( une culture de cellules E. Coli 
DH5 competentes transform6es. Le g6nome adenoviral est Iib6r6 par 
30 digestion en presence de Tenzyme Pad . Le produit de digestion est utilise 
directement pour produire les adenovirus recombinants. Pour cela, les 
cellules de la Iign6e 293 sont transferees par le produit de digestion de 
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pAd17-01 en presence d'Effectene (Qiagen, Allemagne). L'adenovirus 
recombinant est amplify dans la Iign6e cellulaire 293, ce qui conduit £ un 
surnageant de culture contenant l'adenovirus recombinant non purifie ayant 
un titre d'environ 10*0 pfu/ml. 

5 La conformity de I'ADN viral est v6rifi6 par digestion enzymatique apr£s 
purification de i'ADN issu des virus amplifies (Figure 7). 

Les particules virales sont ensuite purifi6es par centrifugation sur gradient de 
chlorure de c6sium selon les techniques connues (voir notamment Graham et 
al., Virology 52 (1973) 456), ou par chromatographie). L'ad6novirus peut etre 
10 conserve & - 80°C dans 20 % de glycerol. 

Exemple 5. Construction de banques ad6novirales d'expression . 

On utilise le plasmide navette muni de Porigine de replication RK6 pour 
obtenir une banque primaire de plasmides navettes qui servira, via la * 
recombinaison homologue, & obtenir une banque de genomes d'ad6novirus - 
15 recombinants dans le plasmide poss6dant Torigine de replication RK2. Cette 
banque de plasmides de g6nomes d*ad6novirus recombinants sera _ 
transfectee dans la cellule productrice transcompl6mentante pour obtenir une 
banque d'ad6novirus recombinants. 

L'ensemble des etapes est schematise en Figure 2 et les structures _ 
20 plasmidiques permettant I'obtention de la banque ad6novirale d'expression 
sont presentees Figure 8 . 

Exemple 5.1 Preparation de la banque d'ADNc dans le vecteur navette. 

Pour la preparation de la banque dans le vecteur navette ( un derive de plG5 
ou le gdne LacZ a 6t6 excise et remplace par des sites multiples de clonage, 

25 en particulier les sites Xhol et EcoRI), 10-20 pg de vecteur purifi6 par 
gradient de C6sium est dig6r6 par 5U/pg des enzymes Xhol et EcoRI 
pendant 90 minutes k 37°C. La digestion est d6pos6e sur un gel d'agarose 
(1% Seakem GTG), et le vecteur Iin6aris6 est s6par6 par eiectrophorese 
dans du tampon TAE. La bande correspondant au vecteur est d6coup6e 

30 aprds visualisation sur table UV. Le vecteur est 6lu6 de Tagarose (Qiaquick 
DNA Cleanup System, Quiagen, Allemagne) et purifie par une extraction 
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ph6nol/chloroforme suivie d'une precipitation a rethanol. Ce vecteur permet 
d'obtenir, aprds ligation d'un insert test dig6r6 par EcoR1 et Xhol, environ 5 
millions de clones /pg avec un bruit de fond inf§rieur k 1 0%. 

Preparation des ADNc : La synthase d'ADNc est obtenue k partir d'une 
5 population d'ARN enrichie en mRNA.La synthase du premier brin se fait 
suivant les protocoles classiques en utilisant la transcriptase Superscript II 
(Stratagdne) k I'aide d'un primer oligo dT possedant la sequence d'un site 
Xhol en5\ La synthase du deuxidme brin est effectu6e par I'enzyme ADN 
polym6rasel de E. coli. en presence de RNAse H et de ligase ADN d' E.colL 
10 Les extr6mit6s g6n6rees par le second brin sont remplies par Taction de la 
polymerase ADN T4. 

Les ADNc sont fractionn6s selon la taille par chromatographie par filtration 
sur gel k I'aide de Biogel A50M comme pr6c6demment d6crit ( Soares et al. 
PNAS, 91 :9228-9232). Les ADNc fractionnes par la taille sont ligatures k des 

15 adaptateurs commerciaux EcoRI (StratagSne), puis dig6r6s par EcoRI pour 
cr6er des fragments d'ADNc munis d'extr6mit6s EcoRI (5') et Xhol (3'). Les 
adaptateurs non ligatures sont elimin6s par chromatographie sur colonne de 
S6pharose CL4B (Pharmacia). Les ADNc portant les adaptateurs sont 
phosphoryl6s en utilisant la kinase de polynucleotides T4 et sont ligatures en 

20 utilisant la ligase ADN T4 dans les sites EcoRI, Xhol du vecteur navette 
pr6par6 comme d6crit plus haut, k 16°C sur une p6riode allant jusqu'& 48h 
(600ng vecteur +300 ng insert dans un volume de 10-20 pi). La banque est 
amplifi6e par eiectroporation dans la souche pir.116+ permettant la 
replication de plasmides munis d'une origine de replication RK6, puis 6taI6e 

25 sur 100 boites de 150 mm de diametre en milieu Agar-LB, plus de la 
kanamycine. Une banque de 5 millions de clones est obtenue. La banque 
primaire d'ADNc dans le plasmide navette est ensuite normalis6e, selon le 
protocole d6crit par Soaes et al. 1994. Une etape de selection d'un sous- 
ensemble de clones peut §tre r6alis6e, en s'appuyant sur les technologies 

30 permettant de determiner le profil d'expression des clones, comme par 
exemple au moyen de puces k AND (Amersham, Molecular Dynamics, 
Affymetrix). 

Les clones selectionn6s issus de la banque d'ADNc normalis6e dans le 
plasmide navette sont ordonn6s dans des microplaques de 96 puits profonds 
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k raison d'un clone par puit. Ces clones sont amplifies en milieu liquide (LB) 
en presence de I'antibiotique adapts (Kanamycine). La preparation de I'ADN 
de chaque clone est effectu6e simultanement pour 96 6chantillon de culture 
k i'aide du robot Quiagen (Quiagen Biorobot 9600) et du kit Quiaprep 96 
5 Turbo Biorobot (Quiagen, Allemagne). Les ADN sont repris dans 50 pi de 
TEx1. 96 6chantillons d'ADN plasmidiques sont ordonn6s par plaque dite 
primaire. 

Exemple 5.2 Preparation de la banque plasmidique de genomes 
ad6noviraux fonctionnels portant les ADNc. 

10 Le g6nome adenoviral parental porte par un plasmide RK2 ( pOSE37-00) est 
introduit par transformation classique dans la souche JM83. Une culture de 
cette souche muhie du plasmide ( jM83xpOSE37-00) est reridue cdmp6fente 
par les techniques standards par lavages successifs en CaCI2 100mM. 

A raison de 40 pi par puit, les cellules comp6tentes (JM83xpOSE37-00) sont 
15 distributes dans une microplaque 96 puits profonds. L'ADN de chaque 
plasmide navette est transform^ dans cette souche pour obtenir I'tvenement 
de recombinaison homologue g6n6rant le genome adenoviral fonctionnel. 5 
pi d'ADN issu de la plaque dite primaire sont alors ajoutes au 40 pi de 
cellules comp6tentes en respectant I'ordonnancement. La plaque est portee 
20 k 42°C pendant 1 min puis remise sur glace pendant 2 min. 1 ml de milieu 
(LB) contenant les deux antibiotiques adapt6s ( Kanamycine, Tetracycline) 
est ajoute par puits. Apr£s une premiere pousse de 6h, 50 pi de cette pousse 
servent £ ensemencer une nouvelle plaque 96 puits profonds munis d'1 ml 
de milieu (LB) contenant les deux antibiotiques adapt£s (Kanamycine, 
25 Tetracycline). La culture est maintenue 14h. 

L'ADN plasmidique resultant de cette pousse est purifie k I'aide du robot 
Quiagen (Quiagen Biorobot 9600) et du kit R.E.A.L Prep 96 Biorobot, auquel 
est ajoutee une etape de separation Quiawell issu du kit Qiawell 96 Ultra 
Biorobot Kit avant la precipitation en isopropanol (Quiagen, Allemagne). 
30 L'ADN est repris dans 50 pi de TEx1 . 

20 pi de chaque ADN (environ 0,4 pg) sont alors transport6s dans un puits 
d'une nouvelle micro plaque 96 puits en respectant I'ordonnancement. Cet 
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ADN est diggrg par I'enzyme Pad pour exciser le genome viral. Par puits, 10 
pi de melange r£actionnel ( 3 pi de tampon Ne1 , 6 pi H20, 1 pi (2.5 U) de 
Pad) sont ajout6s au 20pl d'ADN. La reaction s'effectue a 37°C pendant 
1 h30. La plaque est centrifugde et congelSe k -20°C jusqu'& l'6tape suivante. 

5 L'ADN viral doit §tre dig6r6 par Pad pour exciser le g6nome adenoviral, puis 
transfectd dans les cellules eucaryotes transcomptementantes pour gdndrer 
la banque virale. 

Exemple 5.3. Obtention de la banque ad£novirale d'expression. 

La plaque 96 puits portant les ADN dig6r6s par Pad est amende k 
10 temperature ambiante. Les 30 pi d'ADN dig§r6 par Pad de chaque puits 
regoivent 2pl d'Enhancer et 15 pi d'effectene (Effectene Transfection 
Reagent, Quiagen, Allemagne). Le melange transfectant est alors distribue 
dans des puits d'une plaque 96 ou 48 puits ou ont 6t6 ensemenc6es des 
cellules IGRP2 (W096/22378) a raison de 10 5 cellules par cm 2 . 

15 14 Jour aprds la transfection, 50-75 pi / puits de surnageant de la culture est 
pr6lev6 et sert d'inoculum pour infecter une nouvelle plaque de cellules 
transcompl6mentantes fraTchement ensemenc6es. Cette 6tape 
d'amplification est renouvelde 3-5 fois pour assurer une homog6n§it6 des 
titres viraux obtenus dans chacun des puits. Le titre obtenu dans chacun des 

20 puits est compris entre 5x1 0 8 et 5x1 0 9 particules virales par ml. La plaque est 
centrifug6e et congel6e k -20°C. 

Ces virus peuvent §tre utilises directement sur le systeme biologique 
approprie. Aprfcs infection du module cellulaire par la banque, une analyse 
fonctionnelle est d6termin6e et mise en oeuvre. On recherche plus 
25 pr6f6rentiellement une activit6 pro-apoptotique, anti-angiogenique ou anti- 
apoptotique selon le modele cellulaire utilise. L'ordonnancement des clones 
puis des virus lors de la construction de la banque permet de remonter 
facilement k la s6quence nuclSotidique reli6e k une activite fonctionnelle et 
ainsi de d€finir une nouvelle cible. 

30 Exemple 6 . Construction d'un plasmide porteur d'un gdnome ad6noviral 
compatible avec le systeme de clonage Gateway® commercialism par Life 
Technologies (LTI, Rockeville, MA, USA). 
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Le plasmide pSHExplacZ est g6n6r6, il possede le promoteur CMV, le site 
atfB1 , le gene LacZ, le site aflB2, et le site de polyad6nylation de SV40 dans 
un vecteur navette de type plG5 (Figure 2). Pour obtenir ce plasmide, le 
cDNA du g6ne LacZ provenant du plasmide pSV40-lacZ (Promega) est 

5 dig6r6 par Hindlll et Dral et ins6r6 dans les sites Xmnl et EcoRV de pENTR- 
1A d6crit par Life Technologies dans (US 5,888,732) donnant le plasmide 
pENTR-LacZ. Une reaction de type LR (Gateway* cloning technology) entre 
pENTR-LacZ et pDest12.2 donne pExpLacZ (denomination de la technologie 
Gateway*). Deux etapes de sous-clonage ont facility Tobtention finale de 

10 pSHExpLacZ : le fragment Ncol/ Asel de pExpLacZ est ins6r6 en Asel et 
Ncol de pCA350 (derive de plG5) g6n6rant le plasmide pSExpLacZ. Enfin, le 
fragment Pacl/Sall de pSExpLacZ est ins6r6 en Pacl/Sall du plasmide plG7 
(derive de plG5). Au final les sequences ; promoteur CMV i site atfBI gdne 
LacZ, site aflB2, et site de polyad6nylation de SV40, se retrouvent en lieu et 

15 place de la cassette CMV-LacZ du plasmide navette plG5 (Exemple 2). Le 
plasmide ainsi obtenu est d6sign6 pSHExpLacZ et est represente k la Figure 
9. 

Un plasmide d6sign6 pAdGWExpLacZ compatible avec le syst6me 
Gateway®, est ensuite construit selon la mSthodologie ED RAG (FR 
20 2,730,504) & Paide des plasmides pSHExpLacZ et pXL2689. 

Le plasmide pXL2689 qui est d6crit par Crouzet et al. (PNAS 1997), poss6de 
Torigine du plasmide RK2, le g6ne de resistance & la tetracycline, et un 
g§nome adenoviral infectieux pr6sentant des deletions dans E1 et E3. La 
recombinaison des plasmides pXL2689 et pSHExpLacZ donne naissance au 
25 plasmide pAdGWExpLacZ porteur du genome adenoviral et de Pinsert 
comprenant le promoteur CMV, le site a«B1 , le gdne LacZ, le site a«B2, et le 
site de polyad6nylation de SV40 (figure 9). 

Le plasmide pAdGWExpLacZ ainsi obtenu comprend un g6ne d'interSt 
repr6sent6 par LacZ entre les deux sites de recombinaison a«B du phage 

30 lambda de E. Co//, et r6agit avec un vecteur dit donneur du syst6me 
Gateway* (pDONR201) portant les sites aflP, un gene de resistance & la 
kanamycine (Kn R ), et le g6ne ccdB q ui est I6tal pour E. Coli. Le plasmide 
resultant de cette reaction dite BP, selon la denomination de la technologie 
de clonage Gateway*, est d6sign6 pAdDEST (plasmide Destination) et est 

35 represents & la figure 1 0. 
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Enfin, le plasmide pAdDEST r£agit gr&ce aux sites aflR1 et affR2 avec un 
clone dit d'entr6e du systdme Gateway 9 portant un insert d'int6r§t entour6 
des sites de recombinaison aflL1 et aflL2, par une reaction dite LR. Le 
plasmide ainsi obtenu est d6sign§ pAdExp, et porte un g6nome adenoviral 
5 complet ainsi que I'insert d'int6rSt (figure 11). 
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REVENDiCATlONS 

1 . Proc6d6 de production d'ad6novirus, comprenant : 

- a) la construction d'un premier plasmide (appeie « navette »), de 
preference procaryote, comprenant un premier genome adenoviral 

5 recombinant tronque comprenant au moins un acide nucieique 
heterologue, 

- b) la mise en contact de ce premier plasmide avec un second plasmide 
(appeie « parent »), comprenant un deuxidme g6nome adenoviral 
recombinant tronque, compl6mentaire du premier, permettant par 

10 recombinaison homologue, la production d'un plasmide final comprenant 
un g6nome adenoviral recombinant complet, et 

- c) I'excision du genome adenoviral recombinant complet Iin6aire & partir 
du plasmide final et son introduction dans une Iign6e d'encapsidation, 
pour produire les adenovirus recombinants incorporant le genome 

1 5 adenoviral recombinant complet. 

2. Proc6d6 selon la revendication 1 , comprenant en outre : 

- - ['infection, au moyen des adenovirus recombinants produits : 

- d' un materiel biologique comprenant des cellules, dans le but 
d'analyser les propriet6s de I'acide nucieique ; 

20 - d'une culture cellulaire in vitro ou ex vivo, dans le but de produire 

une prot6ine, polypeptide ou peptide code par I'acide nucieique 
h6t6rologue, 

- d'une cellule, tissu, organe ou organisme, dans le but de produire 
in vivo une proteine, polypeptide ou peptide code par I'acide 

25 nucieique h6t6rologue. 

3. Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2, caracteris6 en ce que, dans retape 
a), le premier g6nome tronqu6 comprend une ITR, un acide nucieique 
h6t6rologue, une region d'homologie ad6novirale, et 6ventuellement une 
sequence d'encapsidation. 
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4. Proc6d6 selon la revendication 3, caracterise en ce que TITR est bordee 
d'un site de restriction non present dans le genome adenoviral. 

5. Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2, caract6ris6 en ce que, dans l'6tape 
a), le deuxi&me genome adenoviral tronque comprend au moins une ITR, 

5 une region d'homologie ad6novirale identique & celle presente dans le 
premier, et une sequence d'encapsidation, si celle-ci n'est pas pr6sente dans 
le premier. 

6. Proc6d6 selon la revendication 5, caracterise en ce que TITR est bordee 
d'un site de restriction non present dans le g6nome adenoviral. 

10 7. Proc6d6 selon I'une des revendications 1 a 6 pour la production de 
banques d'expression addnovirales. 

8. Plasmide navette, caract6ris6 en ce qu'il comprend un g6nome 
d'ad6novirus tronque, comprenant une ITR ad6novirale, un acide nucleique 
heterologue (ou un site d'insertion pour un tel acide nucleique) et une 

15 sequence d'homologie adenoviral, riTR adenoviral etant bordee d'un site 
de restriction non present dans un g6nome adenoviral. 

9. Plasmide selon la revendication 8 caract6ris6 en ce que le g6nome 
tronque comprend, dans I'orientation 5'->3\ une ITR ad6novirale, un site 
d'encapsidation adenoviral, un acide nucleique heterologue (ou un site 

20 d'insertion pour un tel acide nucleique) et une sequence d'homologie 
adenoviral. 

10. Plasmide selon la revendication 9 caract6ris6 en ce que la sequence 
d'homologie ad6novirale comprend tout ou partie d'une sequence codant 
pour la proteine pIX adenoviral sauvage ou d6g6n6ree. 

25 11. Plasmide selon la revendication 10 caract6ris6 en ce que le g6nome 
tronque comprend la sequence d'un g6nome adenoviral, depuis TITR gauche 
jusqu'A la fin de la region codant la proteine pIX et/ou Iva2, cette region 6tant 
depourvue de tout ou partie de la region E1 dans laquelle est ins6r6 Pacide 
nucleique heterologue. 
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12. Plasmide selon la revendication 8 caract6ris6 en ce que le genome 
tronqu6 comprend, dans I'orientation 5'->3', une sequence d'homologie 
adenovirale, un acide nucieique h6t6rologue et une ITR adenovirale. 

13. Plasmide selon la revendication 12 caract6ris6 en ce que la sequence 
5 d'homologie adenovirale comprend tout ou partie d'une sequence codant 

pour la proline pIX adenovirale. 

14. Plasmide selon la revendication 12 ou 13 caract6rise en ce que le 
g6nome tronque comprend la sequence d'un genome adenoviral, depuis la 
region codant la proteine pIX jusqu'd NTR droit, cette region comportant 

10 I'acide nucieique het6rologue, ins6r6 en addition ou en remplacement de 
sequences adenovirals. 

15. Plasmide selon Tune des revendications 10, 11, 13 ou 14, caract6rise en 
ce que la region codant la proline pIX correspond & une sequence 
adenovirale de type sauvage. 

15 16. Plasmide selon I'une des revendications 10, 11, 13 ou 14, caract6ris6 en 
ce que la region codant la proline pIX correspond a une sequence 
adenovirale de type d6g6n6re. 

17. Plasmide selon I'une quelconque des revendications 8 & 16, caract6ris6 
en ce que I'acide nucieique h6t6rologue code pour un produit biologique. 

20 18. Plasmide selon Tune quelconque des revendications 8 a 16, caract6ris6 
en ce que I'acide nucieique h6t6rologue est un clone d'une banque d'acides 
nucl6iques. 

19. Plasmide selon la revendication 9, caract6ris6 en ce qu'il comprend en 
outre un gdne de resistance k un antibiotique et une origine de replication et 

25 est de preference le plasmide pJJ1 ou pIG 5. 

20. Banque d'acides nucl6iques donee dans un plasmide selon Tune des 
revendications 8 & 1 9. 

21. Plasmide parent, caract6rise en ce qu'il comprend un g6nome adenoviral 
tronqu6 compl6mentaire du g6nome tronqu6 present dans un plasmide 

30 navette selon Tune des revendications 8 & 19. 
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22. Plasmide selon ia revendication 21 , caract6ris6 en ce qu'il comprend en 
outre un gdne de resistance & un antibiotique et une origine de replication et 
est de preference le plasmide pOSE1, pOSE10-00, pOSE30-00, pOSE17-00 
ou pOSE37-00. 

5 23. Cellule, caract6ris6e en ce qu'elle contient un ou plusieurs plasmides 
selon Tune quelconque des revendications 8 a 19 et 21-22. 

24. Proc6d6 de production de banques adenovirals, comprenant : 

- la construction d'une banque primaire dans un vecteur navette 
selon Tune des revendications 8 & 19, 

10 - la transformation d'une culture bactSrienne avec ladite banque 

primaire, en presence d'un plasmide parent selon la revendication 
21 ou 22, et 

- ('introduction des plasmides obtenus, ou des genomes 
ad§noviraux complets obtenus aprds excision par digestion 

15 enzymatique, dans une cellule productrice d'adenovirus. 

25. Proc6d6 selon la revendication 24, comprenant en outre : 

- I'infection d'un materiel biologique comprenant des cellules afin 
d'analyser les clones de la banque. 

26. Procede selon la revendication 24 ou 25, caract6ris6 en ce que la banque 
20 primaire est pr6par6e & partir d'une banque d'ADNc, d'ADNg ou d'ADN 

synthStiques. 

27. Proc6d6 selon la revendication 24 ou 25, caract6ris6 en ce que la banque 
primaire est realis6e k partir d'une banque d'oligonucldotides al6atoires ou 
semi-al6atoires. 

25 28. Proc6d§ selon la revendication 24 ou 25, caract6ris6 en ce que la banque 
primaire est r6alis6e & partir d'une banque de sequences capables de Her 
I'ADN. 
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29. Proc6de selon Tune des revendications 24 a 28, caract6rise en ce que 
les clones de la banque sont trails s6par6ment. 

30. Proc6d6 selon la revendication 29, caract6rise en ce que les clones de la 
banque primaire sont transfectes individuellement, en microplaques, dans la 

S culture bact6rienne. 

31. Proc6d6 selon la revendication 30, caracterisd en ce que la culture 
bact6rienne contient le plasmide parent. 

32. Proc§d6 selon Tune des revendication 24 a 31, pour f etude de la fonction 
des clones d'une banque. 

10 33. Proc§de selon Tune des revendications 24 a 31, pour la recherche de 
g&nes. 

34. Banque d'expression addnovirale susceptible d'etre obtenue par le 
proc6d6 selon la revendication 26, caract6ris6e en ce qu'elle est compos6e 
d'addnovirus comprenant des inserts nucl6iques provenant d'une banque 

15 d'ADNc. 

35. Banque d'expression ad6novirale susceptible d'§tre obtenue par le 
proc6d§ selon la revendication 26, caract6ris6e en ce qu'elle est compos6e 
d'ad6novirus comprenant des inserts nucl6iques provenant d'une banque 
d'ADNg. 

20 36. Banque d'expression adenoviral susceptible d'etre obtenue par le 
proc6d§ selon la revendication 26, caract6ris6e en ce qu'elle est compos6e 
d'ad6novirus comprenant des inserts nucleiques provenant d'une banque 
d'ADN synth§tiques. 

37. Banque d'expression ad6novirale susceptible d'etre obtenue par le 
25 proc6d6 selon la revendication 27, caract6ris6e en ce qu'elle est compos6e 

d'ad6novirus comprenant des inserts nucl6iques provenant d'une banque 
d'oligonucl6otides aleatoires ou semi-al6atoires. 

38. Banque d'expression ad6novirale susceptible d'etre obtenue par le 
proc6d§ selon la revendication 28, caract6ris6e en ce qu'elle est compos6e 
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d'adgnovirus comprenant des inserts nucl6iques provenant d'une banque de 
sequences capabtes de Her I'ADN. 

39. Utilisation d'ad6novirus recombinants susceptibles d'etre obtenus par le 
proc6d6 selon Tune quelconque des revendications 1 d 6 pour determiner la 

5 fonction biologique d'un acide nucl6ique ou d'une proline. 

40. Utilisation d'adSnovirus susceptibles d'etre obtenus par le proc6d6 selon 
Tune quelconque des revendications 1 & 6 pour la construction de banques 
depression, dans le but d'analyser des acides nucldiques de fonction et/ou 
structure inconnues. 

10 41 . Kit comprenant : 

- un plasmide navette comprenant un premier g6nome tronqu6 
d'ad6novirus, et 

- un plasmide parent comprenant un deuxidme gSnome tronqu6 
d'addnovirus, 

15 les deux plasmides 6tant susceptibles de produire, par recombinaison 
homologue entre les deux genomes tronqu6s d'ad6novirus, un plasmide final 
comprenant un genome d'ad6novirus recombinant lineaire complet, bord6 
par un ou plusieurs site de restrictions non present dans ledit genome. 
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Figure 5 
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